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1 Einleitung 
1.1 Peptide als Wirkstoffe – ihre wachsende Bedeutung 
Peptide besitzen häufig eine bemerkenswerte Spezifität und eine hochwirksame biologische 
Aktivität. Aufgrund ihrer Zusammensetzung aus körpereigenen Aminosäuren kommt es nur 
selten zu toxischen Nebenwirkungen durch ihre Metabolisierung oder ihren Abbau. Daher 
wurden peptidartige Wirkstoffe vor allem für solche Anwendungen entwickelt, bei denen 
niedermolekulare synthetische Moleküle infolge toxischer Metabolitenbildung und zu  
geringer Spezifität als Arzneimittel nicht in Frage kommen. Mit Beginn der 1980er Jahre 
wurde die Entwicklung von Peptidtherapeutika intensiviert [1]. Jedoch sind viele der damals 
geprüften „Wirkstoffkandidaten“ trotz vielversprechender pharmakologischer Wirksamkeit 
in präklinischen Untersuchungen in der weiteren Entwicklung aufgrund unzureichender 
klinischer Effekte gescheitert [1]. So müssen Peptide in der Regel parenteral appliziert 
werden, da sie von proteolytischen Enzymen im Verdauungstrakt rasch abgebaut werden. 
Außerdem werden sie in der Regel wegen ihrer polaren und hydrophilen Eigenschaften nach 
oraler Gabe nicht resorbiert [2, 3]. Ein weiteres Problem ist oftmals die kurze Plasmahalb-
wertszeit, die häufig nur im Bereich von wenigen Minuten liegt. Jedoch gibt es auch Peptide, 
die deutlich längere Halbwertszeiten bis zu einigen Stunden besitzen. Die kurze Plasmahalb-
wertszeit beruht häufig auf einer raschen Eliminierung der Peptide über die Niere. Diese 
Elimination ist wiederum auf die hydrophilen Eigenschaften und auf die oft zu geringen 
Molekülgrößen der peptidischen Verbindungen zurückzuführen. Hinzu kommt der rasche 
Abbau durch zahlreiche Enzyme, die in Blut, Leber und Niere vorkommen [4, 5]. Dadurch 
wird der therapeutische Nutzen peptidischer Wirkstoffe erheblich eingeschränkt, und es sind 
wiederholte Injektionen in kurzen Zeitabständen notwendig. Darüber hinaus sind hohe  
Dosierungen erforderlich, um den notwendigen Wirkstoffspiegel am Wirkort zu  
gewährleisten. Dies führt im Vergleich mit kleinmolekularen Wirkstoffen zu höheren  
Kosten. Zudem können durch die erhöhten Konzentrationen auch verstärkt toxische  
Nebenwirkungen ausgelöst werden. Um diese Nachteile zu kompensieren, wurden  
zahlreiche Strategien zur Verlängerung der Plasmahalbwertszeit entwickelt und in der Praxis  
erfolgreich eingesetzt. Dazu gehört unter anderem die Konjugation der Peptide mit  
langlebigen Plasmaproteinen oder Polymeren, um ihre renale Filtration zu reduzieren.  
  
2 Einleitung 
  
Aufgrund neuer Erkenntnisse zu solchen halbwertszeitverlängerenden Maßnahmen haben 
Peptide in letzter Zeit wieder an Bedeutung gewonnen. Die Fortschritte in der rekombinan-
ten Proteinexpressionstechnologie sowie die Entwicklung von effizienteren und wirtschaft-
licheren Peptidsynthese-, Reinigungs- und Analysemethoden sind weitere Gründe für die 
Renaissance der Peptidwirkstoffe. Etwa 85 % der therapeutisch eingesetzten Peptide werden 
synthetisch und die restlichen 15 % mittels rekombinanter Technologien hergestellt [1]. Im 
Gegensatz zu den niedermolekularen Wirkstoffen entfällt auf peptidbasierte Wirkstoffe  
derzeit lediglich ein Marktanteil von 2 % [6] , jedoch sind in den letzten zehn Jahren die 
Zulassungen deutlich gestiegen. Allein im Jahr 2012 kamen sechs Peptidwirkstoffe in den 
USA auf den Markt, fünf davon wurden auch in Europa zugelassen [7]. Lixisenatid, ein 
Glucagon-like Peptide 1-Analogon aus 44 Aminosäuren, wurde im Jahr 2013 zur  
Behandlung von Diabetes Typ 2 zugelassen. Der Melanocortin-Rezeptor-Agonist  
Afamelantoid (Scenesse®), ein synthetisches Peptidhormon bestehend aus dreizehn  
Aminosäuren, erhielt im Jahr 2014 von der Europäischen Arzneimittelbehörde (European 
Medicines Agency, EMA) eine Zulassungsempfehlung zur Behandlung der Erythropoeti-
schen Protoporphyrie (EPP). Diese seltene erbliche Krankheit führt zu einer äußerst 
schmerzhaften Sonnen-Lichtempfindlichkeit (Photodermatose) [8]. Momentan gibt es mehr 
als 60 von der US-amerikanischen Lebens- und Arzneimittelbehörde FDA zugelassene  
peptidische Wirkstoffe auf dem Markt [2]. Viele dieser Peptide sind Hormone oder Derivate, 
welche Hormonwirkungen stimulieren. Sie werden intravenös, subkutan oder inhalativ  
verabreicht. Zu den erfolgreichsten Peptidmedikamenten mit einem Jahresumsatz von  
insgesamt mehreren Milliarden Dollar zählen Zoladex, Lupron und Sandostatin [6]. 
Die Anzahl zugelassener Peptide wird in den nächsten Jahren weiter ansteigen, da derzeit  
ca. 140 Peptidwirkstoffe in der klinischen und mehr als 500 therapeutische Peptide in der 
präklinischen Einwicklung sind. Aktuell befinden sich rund ein Dutzend Peptidwirkstoffe in 
der klinischen Phase III [2, 9]. Die meisten dieser „Entwicklungskandidaten“ sollen  
vorwiegend zur Behandlung von Krebs, zur Therapie von kardiovaskulären und metaboli-
schen Erkrankungen sowie zur Bekämpfung von Infektionen dienen [7].  
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1.2 Strategien zur Verlängerung der Plasmahalbwertszeit 
1.2.1 Chemische Modifikation 
Eine der Strategien zur Verlängerung der Plasmahalbwertszeit von Proteinen und Peptiden 
ist die Erhöhung ihrer proteolytischen Stabilität. Diese Stablitätserhöhung lässt sich  
erreichen, indem Peptide N- oder C-terminal modifiziert werden, um sie vor dem Abbau 
durch Exopeptidasen zu schützen. Übliche Verfahren sind die N-terminale Acetylierung  
oder C-terminale Amidierung (Abb. 1 A) [4]. Beide Methoden führten in früheren Studien 
bei einem Derivat, das von dem instabilen immunogenen Peptid MART-I27-35 abgeleitet 
wurde, zu einer signifikant erhöhten Plasmastabilität [10]. Als weiteres Beispiel lässt sich 
das GRF-Analogon (GRF = Growth Hormone Releasing Factor) Tesamorelin anführen, das 
zur Vermeidung der HIV-assoziierten Lipohypertrophie (Fettansammlungen) eingesetzt 
wird und das N-terminal an einem Tyrosinrest mit einer ungesättigten 3-Hexenoylgruppe 
modifiziert wurde. Dadurch kommt es im Vergleich zum natürlichen Wachstumshormon 
GRF – HWZ sechs Minuten – zu einer wesentlich verlängerten Halbwertszeit von einer 
Stunde für das Tesamorelin [11]. Weitere Möglichkeiten zur Stabilisierung von Peptiden ist 
der gezielte Austausch oder die Modifizierung sensitiver Aminosäurereste an bekannten 
Spaltstellen. Beispiele hierfür sind der hormonell wirksame Gonadotropin-Releasing- 
Hormon-Agonist Buserelin, der zur Therapie von hormonabhängigen Tumoren verabreicht 
wird, [12] sowie das Wachstumshormon Ipamorelin [13, 14].  
  
Abbildung 1. Strategien zur Verlängerung der Plasmahalbwertszeit von Proteinen. (A) N-terminale Acety-
lierung oder C-terminale Amidierung; (B) Zyklisierung; (C) Austausch von L-Aminosäuren durch  
D-Analoga und Zyklisierung im Desmopressin. 
4 Einleitung 
  
Der Austausch natürlicher Aminosäuren durch D-Analoga oder durch andere ungewöhnliche 
Aminosäuren erschwert in der Regel die Erkennung der Peptide durch proteolytische  
Enzyme und erhöht dadurch deren Stabilität. Um den Abbau durch Exopeptidasen zu  
unterbinden, werden in vielen Fällen vor allem die N- und C-terminalen Aminosäuren durch 
D-konfigurierte Analoga ausgetauscht [15]. Beispiele hierfür sind das Antidiuretikum 
Desmopressin und das synthetische Somatostatin-Analogon Octreotid, welches zur Behand-
lung von Magen-Darm-Tumoren zugelassen ist. Desmopressin enthält ein D-Arginin im  
C-terminalen Bereich. Im Vergleich zum L-Arginin-Derivat (HWZ ca. 10-35 min)  
besitzt Desmopressin eine deutlich verlängerte Plasmahalbwertszeit von etwa 37 Stunden 
[15, 16] (Abb. 1 C). Allerdings gibt es auch Ausnahmen, bei denen analoge Modifizierungen 
keinen Vorteil mit sich brachten. Ein Beispiel hierfür ist ein Dermorphinderivat, bei dem der 
Einbau einer D-Aminosäure im Vergleich zum Ausgangspeptid sogar zu einem rascheren 
Abbau geführt hat [16]. 
Eine weitere Strategie zur Verlängerung der Wirkdauer von Peptiden ist deren Zyklisierung. 
Dadurch wird die jeweilige konformelle Flexibilität reduziert, wodurch in der Regel auch 
die Stabilität der Peptide verbessert wird. Für die Zyklisierung existieren zahlreiche  
Möglichkeiten (Abb. 1 B). Die Verknüpfung kann beispielsweise zwischen N- und  
C-Terminus, zwischen Seitenketten untereinander oder auch zwischen Seitenketten und  
terminalen Aminosäuren erfolgen. Eine interessante Entwicklung sind Rückgrat-zyklisierte 
Verbindungen, bei denen die Amidstickstoffe der Peptidbindung mit funktionalisierten  
Alkylgruppen substituiert werden und dadurch eine Zyklisierung gestatten; hierdurch  
bleiben die Seitenketten der Peptide erhalten. Häufig werden solche Zyklisierungen mittels 
Lactamisierung, Lactonisierung, Disulfidbrücken, Ringschlussmetathese oder mittels  
Cyloadditionsreaktion erreicht [17-19].  
1.2.2 Fusion der Peptide mit Plasmaproteinen oder Polymeren 
Plasmaproteine wie Albumin- und Immunoglobulin-Fragmente (IgG-Fragmente) besitzen 
eine sehr lange natürliche HWZ von etwa 19-21 Tagen im Menschen [20]. Aufgrund ihrer 
hohen Molekulargewichte (67-150 kDa) werden sie im Glomerulum zurückgehalten und 
nicht renal filtriert. Außerdem binden diese Moleküle in Endosomen bei einem relativ nied-
rigen pH-Wert an den neonatalen Fcγ-Rezeptor (FcRn). Danach kommt es zum Recycling 
und bei einem höheren extrazellulären pH-Wert wieder zur Freisetzung des Proteins. 
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Dadurch entgehen diese Plasmaproteine dem lysosomalen Verdau. Daher kann die kovalente 
Bindung von Peptiden an Albumin oder an IgG-Fragmente die renale Eliminierung  
reduzieren, was zu einer verlängerten Plasmahalbwertszeit der Peptide führt [21-24]. Das 
Ankoppeln des Peptids an das Albumin wird entweder durch chemische Konjugation oder 
durch rekombinante Expression des Peptid-Albumin-Fusionsproteins ermöglicht. Für die 
chemische Verknüpfung des Peptids an das Albumin wird vorzugsweise die freie Thiol-
Gruppe des Cys34 auf der Albuminoberfläche genutzt [25]. Als Beispiel ist das Albumin-
Exendin-4-Konjugat (CJC-1134-PC) zu nennen, das eine HWZ von acht Tagen besitzt und 
das derzeit in der klinischen Entwicklungsphase II zur Behandlung von Typ-2-Diabetes  
untersucht wird [26]. Hierbei ist Exendin-4 über einen an Lysin gekoppelten  
Maleinimid-Linker an Cystein34 des Albumins gebunden [27]. Andere peptische Wirk-
stoffe, die mit derselben Strategie an Albumin gekoppelt wurden, sind der C34-Peptid HIV- 
Fusionsinhibitor sowie Insulinderivate [25]. Zu den Peptid-Albumin-Konjugaten, die mittels 
genetischer Fusion erzeugt wurden, zählt Albiglutid, ein dimeres Analogon des antidiabe-
tisch wirksamen Inkretins GLP-1. Das Fusionspeptid hat im Vergleich zum isolierten  
GLP-1 (HWZ drei Minuten) eine wesentlich längere HWZ von 6-8 Tagen. Seit dem Jahr 
2014 ist Albiglutid in der Europäischen Union (EU) und in der Schweiz als Injektionspräpa-
rat zugelassen (Eperzan®) [27, 28]. Die Bindung des Peptids an Albumin kann in vivo auch 
durch relativ hydrophoben albuminbindenden Molekülen erfolgen, die zuvor kovalent an die 
Peptidwirkstoffe gekoppelt werden. Einige dieser kleinen Moleküle sind in der nachfolgen-
den Abb. 2 zu sehen.  
 
Abbildung 2. Strukturen albuminbindender Moleküle, die an Peptide ankoppelbar sind [21]. (A) Myristin-
säure [29]; (B) 6-(4-(4-Iodophenyl)butanamido)hexanoat („Albu“-tag) [30, 31]; (C) Diphenylcyclohexanol-
phosphatester [32]; (D) Naphthalinacylsulfonamid [33]. 
Die ersten Studien zur Halbwertszeitverlängerung mittels albuminbindender Moleküle  
wurden am Insulin durchgeführt. Hierzu wurden gesättigte Fettsäuren, welche das Serum- 
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albumin mit schwacher Affinität (KD-Werte von 10-100 µM) binden, an die C-terminale 
Lysin-Seitenkette (LysB29) eines um eine Aminosäure verkürzten Insulin-Analogons  
geknüpft [29]. Das erste Konjugatdieses Typs mit einem Myristinsäurerest ist das Insulin 
detemir (LEVEMIR®, Novo Nordisk), das im Jahr 2004 zur Behandlung von Diabetes  
mellitus zugelassen wurde. Ein weiteres Peptid, das mit Palmitinsäure acetyliert wurde, ist 
das GLP-1-Analogon Liraglutid, eine Inkretin-Mimetikum, das im Jahr 2009 die Zulassung 
für die Behandlung von Typ-2-Diabetes-Patienten erhielt. Im Rahmen der Modifizierung 
wurde die Aminosäure Lys34 des GLP-1 durch Arg ersetzt, und an Lys26 wurde über einen 
Glu-Spacer ein C16-Fettsäurederivat angehängt. Hierdurch konnte die HWZ von zwei Minu-
ten für GLP-1 auf dreizehn Stunden verlängert werden [34]. Aufgrund schlechterer Löslich-
keit ist die Acylierung mit langkettigen Fettsäuren jedoch nicht für alle Peptidwirkstoffe 
anwendbar [33].  
Die Reduzierung der renalen Filtration und der damit verbundenen Erhöhung der HWZ lässt 
sich auch durch die Konjugation der Peptide mit Polymeren wie Polyethylenglykol (PEG) 
erreichen. Überdies verlangsamt die Konjugation den Abbau der Peptide durch Proteasen 
(Abb. 3).  
 
Abbildung 3. Konjugation von Proteinen oder Peptiden mit Polymeren.  
Die kovalente Verknüpfung von PEG an Proteine (PEGylierung) wurde erstmals im Jahr 
1977 von Abuchowski et al. beschrieben [35]. Durch Studien mit PEG in Lösung wurde 
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nachgewiesen, dass jede PEG-Monomereinheit zwei bis drei Wassermoleküle zu binden 
vermag [36]. Demzufolge kann durch chemische Konjugation eines Wirkstoffs mit dem 
wasserlöslichen und physiologisch weitgehend inerten PEG dessen hydrodynamischer 
Radius vergrößert werden, sodass die rasche Eliminierung über die Niere reduziert wird. 
Zusätzlich bildet das PEG eine hydrophile Hülle um das Protein, die das Protein gegenüber 
dem Immunsystem und den Proteasen abschirmt [21]. Jedoch erfolgt die Kopplung  
aktivierter PEG-Derivate an N-terminale α-Aminogruppen oder an ε-Aminogruppen in den 
Seitenketten von Lysinresten zufällig. Eine weitere Möglichkeit ist, die Kopplung der Poly-
mere an Cysteinreste [36, 37]. Zusätzliche Kopplungsmethoden für PEG-Ketten sind in 
einem Übersichtsartikel zusammengefasst [38].  
Die PEGylierung ist eine etablierte Strategie zur Verlängerung der Plasmahalbwertszeit von 
Proteinen und Peptiden. Inzwischen sind zahlreiche pegylierte Wirkstoffe zugelassen 
[39-42]. Die Herstellung der pegylierten Proteine in der für therapeutische Anwendungen 
erforderlichen Reinheit ist jedoch aufwendig und kostspielig. Außerdem bereitet die 
Produktheterogenität Probleme. PEG ist nicht biologisch abbaubar. Infolgedessen kann es 
bei langfristiger Anwendung zu einer Anreicherung der entsprechenden Derivate in der 
Leber kommen. Dies führt zu einem makromolekularen Syndrom [43-46], hierbei handelt 
es sich um Ablagerungen von makromolekularen Substanzen, die zu einer Verstopfung der 
Gefäße führen können. Auch die Vakuolenbildung in der Niere ist als Nebenwirkung 
bekannt [47, 48]. Die chemische PEGylierung kann auch zu einer Verminderung der  
Wirksamkeit führen, beispielsweise besitzt pegyliertes Interferon alfa-2a (PEGASYS®) nur 
noch 7 % der antiviralen Aktivität des unmodifizierten Interferons.  
Die Verwendung von Polymeren aus bestimmten Kombinationen der kleinen ungeladenen 
Aminosäuren Prolin, Alanin, Serin (PAS-Sequenzen) zeigte einen dem PEG vergleichbaren 
Effekt, jedoch werden hier die mit PEG assoziierten Nachteile vermieden [49, 50]. Die PAS-
Sequenzen lassen sich mit mehreren hundert Resten (200-600) in Fusion mit therapeutisch 
relevanten Proteinen problemlos rekombinant in löslicher und aktiver Form in E. coli  
herstellen. Dadurch entfällt die aufwendige nachfolgende Modifizierung mit Polymeren 
[51]. Außerdem entstehen homogene Fusionsproteine. Aufgrund der biologischen Zusam-
mensetzung der PAS-Sequenzen sind toxische Effekte nicht zu erwarten. Weiterhin  
erwiesen sich diese Polymere in Studien als sehr resistent gegen den Abbau durch Serum-
proteasen. Zudem wurde keine immunogene Wirkung nachgewiesen. Eine Inkubation mit 
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einem Enzymextrakt aus Nierengewebe zeigte, dass diese Polymere rasch abgebaut werden. 
Folglich ist bei diesen biologischen Sequenzen eine Organakkumulation wie bei PEG  
weitgehend ausgeschlossen [49].  
Bei der sog. HESylierung wird der Peptidwirkstoff mit Poly(Hydroxyethylstärke)chitin oder 
Poly(Carboxymethylstärke)chitin modifiziert, um auf diese Weise ähnliche Effekte wie bei 
der PEGylierung zu erzielen. Allerdings hat sich die HESylierung als verträglicher erwiesen, 
da sich die Polymere besser biologisch abbauen lassen [52]. Auch Liposomen werden  
vielfach in der Medizin eingesetzt, um die Bioverfügbarkeit peptidischer Therapeutika zu  
verbessern [53].  
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2 Liposomen  
Liposomen sind geschlossene zwiebelschalenartig aufgebaute, sphärische Vesikel aus einer 
oder mehreren Lipiddoppelschichten, die ein diskretes wässriges inneres Kompartiment  
einschließen [54]. Sie sind biokompatibel und vermögen sowohl hydrophile als auch hydro-
phobe Wirkstoffe von ihrer Umgebung abzuschirmen. Der eingeschlossene Wirkstoff wird 
vor enzymatischem Abbau geschützt und nach und nach aus den Liposomen freigesetzt.  
Damit fungieren die Liposomen als eine Art Wirkstoffreservoir. Der Einschluss in den 
Liposomen reduziert auch eine mögliche Opsonisierung größerer Wirkstoffmoleküle und die 
damit verbundene Phagozytose, wodurch die Immunogenität sowie andere Nebenwirkungen 
der Wirkstoffe vermieden werden. Zusätzlich können diese Lipidformulierungen an ihrer 
Oberfläche mit spezifischen Targetliganden versehen werden, die den Wirkstoff zum 
gewünschten Wirkort, zum Beispiel zum erkrankten Gewebe, transportieren (Abschnitt 2.4). 
Durch diese zielgerichteten Therapieansätze sollen Nebenwirkungen auf gesundes Gewebe 
minimiert werden. Inzwischen wurden verschiedene Typen von Liposomen entwickelt, die 
sich in ihrer Größe, Zusammensetzung, Oberflächenladung und Struktur unterscheiden. 
Die Liposomen wurden in den 1960er Jahren entdeckt, als Bangham und Mitarbeiter das 
Verhalten von Phospholipiden (PL) erforschten. Dabei wurde unter dem Mikroskop  
beobachtet, wie sich aus amphiphilen Phospholipiden in wässrigem Medium spontan  
konzentrische, vielschichtige Lamellen ausbildeten. Jede diese Lamellen war von der  
anderen durch ein wässriges Kompartiment getrennt [54-56]. Kurze Zeit später führten Sessa 
und Weissmann [57] für diese Lipidvesikel den Begriff „Liposomen“ ein. Abb. 4 gibt einen 
Überblick unterschiedlicher Strukturen, die Phospholipide in wässrigen Lösungen  
annehmen können.
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Abbildung 4. Schematische Darstellung von Phospholipiden und deren räumliche Anordnung in Vesikeln.  
(A) Phospholipide; (B) Mizellen; (C) Liposomen; (D) Doppellipidschicht. Im Gegensatz zu Liposomen, die 
aus einer oder mehreren Doppellipidschichten bestehen, sind Mizellen nur aus einer Lipidschicht aufgebaut. 
Hierbei richten sich die PL-Moleküle so aus, dass die hydrophoben Ketten nach innen zeigen und kaum  
Kontakt zum polaren Lösungsmittel aufweisen. Der polare Anteil ist dem Wasser zugewandt und befindet sich 
an der Mizellenoberfläche. Bei den Liposomen sind die hydrophilen Teile der PL-Moleküle zur wässrigen 
Phase innerhalb und außerhalb des Liposoms ausgerichtet. Die Abb. wurde in Anlehnung an Bitounis D. erstellt 
[58]. 
Phospholipide sind amphotere Moleküle, die eine hydrophile Kopfgruppe und einen  
lipophilen Teil aus Fettsäureresten aufweisen (Abb. 5).  
 
 
Abbildung 5. Schematischer Aufbau eines Phospholipids, R1 und R2 sind Alkylgruppen der Fettsäuren. 
Als Grundgerüst dient ein Glycerolmolekül mit seinen drei Hydroxylgruppen. Die Hydro-
xylgruppe am C3, die über eine Phosphodiesterbindung mit einem weiteren Molekül R3  
verknüpft ist, bildet die hydrophile Kopfgruppe. Als R3 können neben Cholin auch andere 
kleine Moleküle wie Ethanolamin, Glycerol, Inositol oder Serin vorhanden sein. Die  
restlichen Hydroxylgruppen an den Positionen 1 und 2 sind mit Fettsäuren (R1 und R2) 
verestert und ergeben den lipophilen Teil. R1 und R2 können 12 bis 24 Kohlenstoffatome 
aufweisen. Auch Doppelbindungen innerhalb der Kohlenstoffkette sind möglich. Die  
Anzahl der Doppelbindungen und die Länge der Fettsäurereste haben einen entscheidenden 
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Einfluss auf die Eigenschaften der Phospholipide. So nimmt die Phasenumwandlungs- 
temperatur der Phospholipide (Tm), welche die Durchlässigkeit der Phospholipidmembranen 
maßgeblich beeinflusst [59],  mit wachsender Kohlenstoffkette des Fettsäurerests zu, nimmt 
jedoch mit der Anzahl vorhandener Doppelbindungen ab. In Tabelle 1 sind verschiedene 
Phospholipide zusammengefasst, die zur Herstellung von Liposomen verwendet werden.  
Tabelle 1.  Struktur und Eigenschaften synthetischer Phospholipide mit membranbildenden Eigenschaften 
[60]. 
 
Bezeichnung 
Struktur der 
Kopfgruppe 
R3 
Lipophile Fettsäurereste 
R1 und R2 
Kürzel Tm (°C) 
Ladung 
pH 7,4 
Phosphatidyl-
Cholin 
(PC)  
2 × C16 (Palmitinsäure) DPPC 41 0 
2 × C18 (Stearinsäure) DSPC 55 0 
2 × C18:1 (Ölsäure) DOPC -22 0 
Phosphatidyl-
Ethanolamin 
(PE)  
2 × C14 (Myristinsäure) DMPE 50 0 
2 × C16 (Palmitinsäure) DPPE 63 0 
2 × C18:1 (Ölsäure) DOPE -16 0 
Phosphatidyl-
Glycerol 
(PG)  
2 × C14 (Myristinsäure) DMPG 23 -1 
2 × C16 (Palmitinsäure) DPPG 41 -1 
2 × C18:1 (Ölsäure) DOPG -18 -1 
Phosphatidyl-
Serin 
(PS) 
 
2 × C14 (Myristinsäure) DMPS 38 -1 
2 × C16 (Palmitinsäure) DPPS 54 -1 
2 × C18:1 (Ölsäure) DOPS -11 -1 
 
Für die Herstellung von Liposomen werden häufig neben den symmetrischen Phospho- 
lipiden auch unsymmetrische PL mit unterschiedlichen Acylketten R1/R2 eingesetzt. Hierzu 
zählen Lecithine, die aus natürlichen Quellen gewonnen werden und die sich durch einen 
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hohen Anteil ungesättigter Fettsäurereste auszeichnen. In der Regel werden jedoch die 
hydrierten Formen der nativen PL bevorzugt, da die Eliminierung der Doppelbindungen zu 
einer erhöhten Stabilität der Liposomen gegenüber oxidativen Abbauprozessen und zu einer 
geringeren Permeabilität führt [61]. Aufgrund der Heterogenität der natürlichen PL kommen 
in der Forschung bevorzugt definierte synthetische PL zum Einsatz. 
2.1 Physikochemische Eigenschaften der Liposomen  
Abhängig von der Temperatur kann die Phospholipidmembran in unterschiedlichen Phasen 
vorliegen, da sich die Anordnung der PL-Moleküle ändert. So geht die Lipiddoppelschicht 
ab einer charakteristischen Temperatur Tm, von einem geordneten festen Gelzustand in den 
flüssig-kristallinen Zustand über, in dem die einzelnen Lipidmoleküle relativ frei beweglich 
sind. Im geordneten Gelzustand sind dagegen die Fettsäureketten der Phospholipide in einem 
quasikristallinen Gitter fixiert [62]. Für den Phasenübergang ist eine trans-gauche  
Isomerisierung verantwortlich, die in der Alkylkette einen Knick verursacht und die reguläre  
periodische Struktur des Gelzustands zerstört (Abb. 6). Die daraus resultierende Reduzie-
rung der Packungsdichte erhöht die Fluidität der Membran für den eingeschlossenen  
Wirkstoff und führt somit zu dessen Freisetzung [63]. Diese unerwünschte Wirkstoff- 
freisetzung lässt sich durch Verwendung von Cholesterol einschränken, das bei der  
Herstelllung der Liposmen zur PL-Mischung in einer bestimmten Konzentration zugesetzt 
wird. Das Cholesterolmolekül füllt Lücken in der Vesikelmembran und führt dadurch zu 
einer Verfestigung der Membranstrukturen mit reduzierter Fluidität [64, 65].  
 
Abbildung 6.  Schematische Darstellung der temperaturabhängigen Änderung der Packung der Acyl- 
ketten in einer Phospholipidmembran. (A) Quasi-kristalliner Gelzustand und (B) flüssig-kristalliner Zustand. 
Neben der Fluidität hat die Netto-Oberflächenladung, die ein PL in die Liposomenmembran 
einbringt, entscheidenden Einfluss auf die Stabilität der Liposomen. Diese Ladung, die auch 
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als Zetapotential bezeichnet wird, beeinflusst die Interaktionen der Liposomen unterein- 
ander, aber auch deren Interaktionen mit Plasmaproteinen oder Zellen. Liposomen mit einem 
größeren negativen oder positiven Zetapotential stoßen sich gegenseitig ab, liegen daher  
bevorzugt monodispers vor und sind relativ stabil. Die gewünschte Ladung lässt sich durch 
die Verwendung von PL mit geladenen Kopfgruppen in Liposomen einbringen. Das Zeta-
potential hat auch maßgeblichen Einfluss auf den Einsatzzweck der Liposomen. So werden 
kationische Liposomen mit positivem Zetapotential bevorzugt in der Gentherapie zur  
Verkapselung negativ geladener DNA und RNA verwendet. 
Sowohl die Partikelgröße der Liposomen als auch ihr Zetapotential lassen sich mit einem 
Zetasizer-Gerät erfassen. Bei der Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers wird 
das Dynamische-Lichtstreuungs-(DLS-)-Verfahren eingesetzt. Hierbei wird der bekannte 
Doppler-Effekt ausgenutzt, um die Bewegungen von Molekülen zu verfolgen. Dabei wird 
der Diffusionskoeffizient der Teilchen bestimmt, aus dem die Partikelgröße berechnet 
werden kann. Mit dieser Methode lassen sich außer den hydrodynamischen Radien auch 
Verteilungsbreiten (Polydispersitäten) und Aggregationseffekte ermitteln. 
2.2 Wechselwirkungen der Liposomen mit Zellen 
Die Wechselwirkungen der Liposomen mit Zellen hängen vom Zelltyp und von den  
Eigenschaften der Vesikel ab [66]. Die Zellen des Mononukleär-phagozytären Systems 
(MPS-Zellen) nehmen Liposomen hauptsächlich durch Phagozytose auf. Das MPS ist ein 
Teil des Immunsystems und repräsentiert die Gesamtheit aller phagozytoseaktiven, von  
Monozyten abstammenden Körperzellen. Diese dienen als Teil des Immunsystems der  
Abwehr und der Beseitigung von Abfall- und Fremdpartikeln sowie von Krankheitserregern. 
Mit den nicht-phagozytierenden Zellen können Liposomen über adsorptive Bindungen  
interagieren oder sogar mit ihnen fusionieren. Bei diesem Vorgang verschmilzt die Lipid-
membran der Liposomen mit der Zytoplasmamembran der Zellen. Dabei wird der  
liposomale Inhalt in das Zytosol abgegeben. Zudem können die nicht-phagozytierenden  
Zellen Liposomen endozytotisch aufnehmen; ein PL-Austausch zwischen den Lipidvesikeln 
und den zellulären Membranen ist ebenfalls möglich. Meist findet man eine Kombination 
all dieser Interaktionen [66, 67].  
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2.3 Liposomen als Arzneimittelträger – der Weg von konventionellen 
Liposomen zu Stealth-Liposomen  
Aufgrund ihrer Ähnlichkeit mit biologischen Membranen wurden Liposomen seit ihrer  
Entdeckung bei biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen als Membran- 
modelle eingesetzt. Ihre potentielle Eignung als Arzneimittelträger wurde erst im Jahr 1970 
erkannt, als Sessa und Weissmann über den Einschluss von Lysozym in Liposomen  
berichteten [68]. Mittlerweile wurden die Liposomen zur Behandlung verschiedener  
Erkrankungen untersucht, wie zum Beispiel Krebs, Infektionserkrankungen (HIV oder  
Malaria), Hauterkrankungen, Lungen- und Lebererkrankungen [69]. 
Die konventionellen Liposomen weisen abhängig von ihren physikochemischen Eigen-
schaften wie (Netto-)Oberflächenladung, Größe und Fluidität eine Reihe von Problemen auf. 
Auch die Art der Plasmaproteine, die an ihnen binden, hängt von diesen Parametern ab  
[70-72]. Im Allgemeinen werden große Liposomen nach intravenöser Applikation innerhalb 
von wenigen Minuten recht schnell von dem Mononukleär-phagozytären System aus der 
Blutzirkulation entfernt. Daher erreichen sie kaum andere Zellen als die Makrophagen der 
Leber und Milz [73, 74]. Für die Erkennung von Liposomen durch das MPS ist die  
Bindung sogenannter Opsonine (Antikörper + Komplementfaktoren) an deren Oberfläche 
erforderlich. Hierzu gehören Immunglobuline [75], Fibronektine [76], Beta-2-Glykoprotein 
[77] und C-reaktives Protein [78]. Die Instabilität der Liposomen in Plasma wird auch durch 
einen Transfer ihrer Phospholipidmoleküle zu high (HDL) und low density-Lipoproteinen 
(LDL) verursacht; dadurch kann es zu einer raschen Freisetzung des eingeschlossenen  
Wirkstoffs im Plasma kommen [74, 79, 80].  
Die ersten Versuche, um die Liposomenstabilität zu verbessern, zielten auf die Abwandlung 
der Lipidmembrankomponenten ab. Damen et al. (1981) konnten zeigen, dass der  
Einbau von Cholesterol (CH) in die Lipidmembran deren Packungsdichte erhöht und somit 
den Transfer von Phospholipiden zu HDL reduziert [81]. Auch Vesikel aus Phosphatidyl-
cholin (PC) mit gesättigten Acylketten besitzen eine verbesserte Plasmastabilität im  
Vergleich zu denen mit ungesättigten Fettsäureresten [82]. Jedoch kann lediglich der Einsatz 
von Cholesterol oder gesättigten Phospholipiden in der Liposomenformulierung das  
Problem der Plasmaproteinbindung und der damit verbundenen MPS-Aufnahme keinesfalls 
lösen. Aus diesem Grund wurde eine weitere Strategie entwickelt, die die Bindung von  
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Plasmaproteinen durch sterische Abschirmung der liposomalen Oberfläche verhindern soll. 
Diese Strategie führte von den sogenannten first-generation liposomes, die für MPS anfällig 
waren, zu den second-generation liposomes, den stealth-Liposomen, mit erheblich  
verbesserter Plasmastabilität. Bei den stealth-Liposomen handelt es sich um Lipidformulie-
rungen, die mit hydrophilen Polymeren wie PEG modifiziert werden, um deren Stabilität in 
vivo zu verbessern [83-85]. PEG-Polymere bilden flexible Kettenstrukturen um die Liposo-
menoberfläche aus, die als „periliposomal layer“ bezeichnet wird. Dadurch werden die  
Bindung anderer Moleküle wie Opsonine aus dem Plasma und die anschließende Phagozy-
tose verhindert [74]. Dies führt letztendlich zu einer längeren Verweildauer PEG- 
modifizierter Liposomen in der Blutzirkulation. Solche maskierten Stealth-Liposomen  
können entweder mit einem Target-Ligand ausgestattet werden, der sie an den gewünschten 
Wirkort befördert, oder sie können passiv in bestimmten Geweben oder Organen akkumu-
lieren. Das Phänomen der passiven Anreicherung dieser PEG-enthaltenden Liposomen in 
Tumorgeweben wird als EPR-Effekt (enhanced permeability and retention) bezeichnet [86]. 
Die Endothelzellen der Kapillargefäße von Tumoren weisen im Vergleich zu gesundem  
Gewebe eine erhöhte Fenestrierung und somit größere Öffnungen auf, durch die die  
Liposomen leichter in das Tumorgewebe eindiffundieren und sich dort anreichern können. 
Die Akkumulierung ist auch durch ein mangelhaftes lymphatisches System in den Tumoren 
bedingt, wodurch es zu einem verminderten Abtransport eindiffundierter Partikel kommt 
[87-89]. Dieses Phänomen kann für die tumorgerichtete Therapie von Krebserkrankungen 
mit Zytostatika-beladenen Liposomen ausgenutzt werden [87, 90]. Erfolgreiche Beispiele 
sind die Liposomenformulierungen des Doxorubicins. Durch dessen Einbau in Liposomen 
ist es gelungen, die kardiotoxischen Nebenwirkungen des Wirkstoffs deutlich zu reduzieren.  
Inzwischen sind mehrere Liposomenpräparate mit Doxorubicin zugelassen (Myocet, Doxil, 
LipoDox und Thermodox) [91]. Darüber hinaus verhindert das Anbringen des PEG-Poly-
mers die Vesikelaggregation und verbessert damit die Lipidstabilität. In verschiedenen  
Studien wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von PEG auf der Liposomenoberfläche eine 
sogenannte interbilayer repulsion bewirkt, wodurch Van-der-Waals-Wechselwirkungen 
zwischen den Liposomen abgeschwächt werden und somit deren Aggregation verhindert 
wird [92]. Eine Untersuchung von Liposomen mit einem PEG1900-Lipid zeigte, dass der 
Polymerrest 50 Angström über die Oberfläche hinausragt [74, 92]. Dabei ist die Flexibilität 
des eingesetzten Polymers von Bedeutung; das weniger  flexible Dextran ist für den  
beschriebenen Zweck ungeeignet [93]. Jedoch können Liposomen auch mit anderen  
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flexiblen Polymeren wie Polyvinylpyrrolidon (PVP) und Polyacrylamid (PAA) modifiziert 
werden [94, 95]. Auch das peptidähnliche Polymer Poly(2-methyl-2-oxazolin), kurz 
PMOXA, wurde für die Herstellung von Stealth-Liposomen eingesetzt [96]. Die Verwen-
dung von L-Aminosäure-basierten Polymeren führte zu einer verlängerten Blutzirkulations-
dauer und zu einer reduzierten Aufnahme durch das MPS, wie sie auch durch Einsatz von 
DSPE–PEG2000 erreicht werden konnten. Aufgrund der biologischen Abbaubarkeit ist der 
Einsatz von Aminosäure-basierten Polymeren zur Modifizierung von Liposomen besser  
geeignet als PEG. In der Praxis ist jedoch PEG bisher das meistgenutzte Polymer, welches 
für die Herstellung lang zirkulierender Liposomen genutzt wurde. Das Anbringen des Poly-
mers an die liposomale Oberfläche kann nachträglich erfolgen, entweder durch physikali-
sche Adsorption des PEGs an präformulierte Liposomen oder auch durch kovalente  
Kopplung an funktionelle Gruppen auf der Vesikeloberfläche. Eine andere Strategie ist die 
Verwendung von zuvor pegylierten Phospholipidderivaten (PEG-Lipid-Konjugate) zur  
Liposomenherstellung. Häufig wird ein Konjugat aus (Methyl-)Polyethylenglykol und  
Distearoylphosphatidylethanolamin (DSPE-mPEG) in Konzentra-tionen bis zu 5 Mol-% 
verwendet (Abb. 7). 
 
Abbildung 7.  Chemische Struktur der DSPE-mPEG. Diese Verbindung wird durch chemische Konjugation 
von Distearoylphosphatidylethanolamin mit einem carboxylierten PEG-Monomethylether erzeugt.
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2.4 Liposomen-Konjugate für spezifisches Targeting  
Im Gegensatz zum passiven liposomalen Targeting, das die morphologischen Besonder- 
heiten einiger solider Tumoren ausnutzt, werden zur zielgerichteten Adressierung geeignete 
Liganden an die Liposomen gebunden. Diese Liganden sind in der Lage, Zielzellen  
zu erkennen, an diese zu binden sowie die Aufnahme der Liposomen oder ihrer Inhalte zu 
induzieren. Als Liganden kommen monoklonale Antikörper (MAb) bzw. Antikörperfrag-
mente, Glykoproteine, Kohlenhydrate, aber auch niedermolekulare Substanzen wie etwa 
Folsäure, zum Einsatz [97, 98]. Diese Liganden werden entweder kovalent oder nicht- 
kovalent an präformulierte Liposomen gebunden. Bei lang zirkulierenden PEG-Liposomen 
wird der Adressierungsligand direkt an den Lipidbilayer (Abb. 8 A) oder an das Ende der 
PEG-Ketten angeknüpft (Abb. 8 B) [99].  
 
 
Abbildung 8. Konjugation von Liganden an PEG-Liposomen. (A) Kovalente Kopplung an eine Phospho-
lipid-Kopfgruppe, (B) Kopplung an den PEG-Terminus und (C) Avidin-Biotin-Methode. 
Die nichtkovalente Konjugationsmethode basiert auf adsorptiver Bindung oder auf Inter- 
aktionen zwischen Avidin mit Biotin (Abb. 8 C) [100-102]. Bei der letztgenannten Strategie 
wird die hohe Affinität von Biotin zum Avidin ausgenutzt; denn Avidin besitzt mehrere  
Bindungsstellen für Biotin mit einer Assoziationskonstante von etwa 1014 bis 1015 M−1.  
Bei dieser Methode werden zunächst Liposomen hergestellt, die einen Biotinrest auf der 
Oberfläche besitzen. Die Einführung des Biotinrestes erfolgt durch Verwendung eines bio- 
tinylierten Phospholipids als Membrankomponente. Nun wird Avidin hinzugegeben, das an 
Biotin bindet. Anschließend können biotinylierte Liganden an weitere Biotinbindungsstellen 
des Avidins gebunden werden. Allerdings können auch quervernetzte Aggregate aus  
biotinylierten Liposomen entstehen. Bei der kovalenten Kopplung werden beispielsweise 
eine Carboxylfunktion des Liganden mit Carbodiimidderivaten aktiviert, so dass sie mit  
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nukleophilen Gruppen, wie primären Aminogruppen im Phosphatidyl-Ethanolamin auf der 
Oberfläche der Liposomen, reagieren können [103]. Aufgrund fehlender Spezifität und 
schlechter Ausbeuten sowie einer gewissen Toxizität der Carbodiimidderivate wurden in der 
Folgezeit andere Kopplungsstrategien entwickelt. Dabei wurden modifizierte thiolaktive 
Phospholipidderivate wie Maleimidophenylbutyrat-PE (MPB-PE) [104, 105] oder N-Py-
ridyldithiopropionyl-PE (PDP-PE) [106] als Lipidkomponenten eingesetzt. Beide PL-Deri-
vate reagieren im neutralen Milieu mit Thiolen unter Bildung eines Thioethers (Abb. 9 A) 
oder eines Disulfids (Abb. 9 B). Die Thioetherbindungen sind im Vergleich zur Disulfidbrü-
cke stabiler [104].  
 
Abbildung 9.  Spezifische kovalente Verknüpfung von Thiolen an geeignete Kopfgruppen der Phospholipide 
auf der Oberfläche von Liposomen. Thiolkupplung an MPB-PE-Liposomen (A) und an PDP-PE-Vesikel (B). 
Die auf der Ligandseite notwendigen Thiolgruppen können entweder aus freien Cystein- 
resten stammen oder nachträglich chemisch eingeführt werden. Dazu werden Liganden mit 
2-Iminothiolan (Trauts-Reagenz), SPDP (N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio-)propionat)  
oder SATA (N-Succinimidyl-S-acetylthioacetat) umgesetzt. Der Einsatz von Trauts- 
Reagenz liefert in einem Schritt das sulfhydrierte Produkt, welches allerdings aufgrund  
seiner Oxidationsempfindlichkeit nicht lagerfähig ist (Abb. 10 A). Dieser Nachteil wird 
durch die Modifizierung mit SATA (Abb. 10 B) vermieden [107]. Die Acetyl-Schutzgruppe 
ist zur Kopplung nicht erforderlich und wird vorher mit Hydroxylamin abgespalten.  
Zur Herstellung lang zirkulierender PEG-Liposomen, die gleichzeitig den Targetliganden 
enthalten, werden modifizierte Phospholipide wie PDP-PEG-PE [108, 109] und die  
Maleimid-(MI-)-Derivate MI-PEG-PE [110, 111] sowie MI-PEG-Cholesterol [112]  
verwendet. Die Kopplung des Adressierungsliganden an die Kopfgruppen dieser  
modifizierten Phospholipide erfolgt analog zur oben beschriebenen Kopplung von Thiolen 
Liposomen  19 
 
an PDP-PE oder an MPB-PE (Abb. 9). Die Carbodiimid-Methode wurde zur Kopplung von 
Folsäure an Amino-PEG-PE angewandt [113]. Eine weitere Methode bezieht sich auf die 
Verwendung von Cyanur-PEG-PE [114]. Hierbei wird das Protein durch nukleophile  
Substitution ohne eine vorhergehende Derivatisierung an Liposomen gebunden. 
 
Abbildung 10. Sulfhydrierung von Proteinen. (A) mit 2-Iminothiolan (Trauts-Reagenz) und (B) mit SATA. 
2.5 Herstellung der Liposomen mit der Filmmethode  
Die Liposomen werden gemäß ihrer Partikelgröße in small, large und giant sowie aufgrund 
ihrer Lamellarität in unilamellar, oligolamellar und multilamellar eingeteilt. Unilamellare 
Vesikel weisen nur eine Lamelle auf, während oligolamellare Vesikel aus zwei bis drei  
Lamellen bestehen. Multilamellare Liposomen besitzen demzufolge mehr als drei Lamellen.  
Aus der Literatur sind zahlreiche Methoden zur Herstellung der Liposomen bekannt.  
Im Folgenden wird die sogenannte „Filmmethode“ beschrieben, die in der vorliegenden  
Arbeit eingesetzt wurde. Dazu werden die in Pulverform vorliegenden Phospholipide in  
einem organischen Lösungsmittelgemisch, z.B. MeOH/DCM (1/1, v/v), gelöst. Anschlie-
ßend wird das Lösungsmittel mit einem Rotationsverdampfer entfernt. Der am Kolbenboden 
zurückbleibende homogene und transparente Lipidfilm wird mit einer wässrigen Puffer- 
Lösung, welche die einzubauende Substanz in bestimmter Konzentration enthält, hydrati-
siert. Durch spontane Selbstassoziation entstehen multilamellare und unterschiedlich große 
Liposomen. Durch weitere Verfahrensschritte wie Extrusion, Hochdruckhomogenisation  
sowie Ultrabeschallung ist es möglich, kleinere Vesikeln mit definierter Membrananzahl 
und Partikelgrößenverteilung zu erhalten.
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3 Blutgerinnung 
Die Blutungsstillung wird als Hämostase bezeichnet. Sie ist eine lebenswichtige Funktion, 
welche dem Organismus ermöglicht, Schäden in Gefäßen abzudichten und somit einen zu 
starken Blutverlust zu verhindern. An der Regulation und der Aufrechterhaltung der  
Hämostase sind plasmatische, zelluläre und vaskuläre Faktoren beteiligt. Die Hämostase  
verläuft in drei Schritten [115]: 
1. Vasokonstriktion des verletzten Gefäßes 
2. Thrombozytenadhäsion und -aggregation 
3. Plasmatische Gerinnung  
Die Blutungsstillung kann auch grob in zwei Phasen eingeteilt werden, der primären und der 
sekundären Hämostase. Bei der schnell einsetzenden primären Hämostase kommt es zu einer 
lokalen Vasokonstriktion im verletzten Gefäßareal sowie zu einer Adhäsion und Aggrega-
tion von Thrombozyten (Abb. 11). Nach einer Gefäßverletzung freigesetzte, vasokonstrik-
torisch wirksame Substanzen wie Thromboxan A2, Serotonin und PDGF lösen die Aktivie-
rung der glatten Gefäßmuskulatur und vasomotorischer Nerven aus. Dies führt zu einer 
schnellen Verengung der beteiligten Gefäße und letztendlich zur Drosselung des Blutzuflus-
ses im Bereich der Läsion. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Adhäsion der Throm-
bozyten an freiliegende subendotheliale Kollagenfasern des verletzten Gefäßendothels. 
Diese Wechselwirkung erfolgt über Adhäsivproteine wie den Von-Willebrand-Faktor 
(vWF), der sowohl an subendotheliale Kollagenfasern als auch an seinen spezifischen  
Rezeptor – dem Glykoprotein Ib/IX – auf der Oberfläche der Thrombozyten binden kann. 
Die Adhäsion der Thrombozyten sorgt für einen ersten Wundverschluss und zu einer  
Aktivierung der Thrombozyten. Die aktivierten Thrombozyten setzen verschiedene Media-
toren wie Calcium-Ionen, ADP, Serotonin und Thromboxan A2 frei. Hierdurch werden  
weitere Thrombozyten angelockt (Chemotaxis), die sich nach und nach an das wachsende 
Aggregat anlagern. Zudem werden durch die freigesetzten Mediatoren die Expression und 
der Transport des thrombozytären Fibrinogenrezeptors (GP IIb/IIIa) an die Thrombozyten-
oberfläche gesteigert. Mit Hilfe des Fibrinogenrezeptors (GP IIb/IIIa) erfolgen die Querver-
netzung und die Aggregation der Thrombozyten über Plasmaproteine, wie etwa Fibrinogen 
[116-119]. Hierdurch kommt es zur Bildung eines noch instabilen Blutpfropfens (Abb. 11), 
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der durch die parallel initiierte sekundäre Hämostase, der plasmatischen Blutgerinnung,  
weiter stabilisiert wird [115]. Eine Ausbreitung der Plättchenaggregation im gesunden  
Gefäßbereich wird durch Prostacyclin und NO verhindert; beide Stoffe werden kontinuier-
lich von Endothelzellen freigesetzt und bewirken eine Inaktivierung der Thrombozyten 
[120].  
 
Abbildung 11.  Schematische Darstellung der primären Hämostase.[II] 
Das zentrale Ereignis der sekundären Hämostase ist die Bildung der Gerinnungsprotease 
Thrombin (FIIa). In dieser Phase der Blutgerinnung werden die im Plasma als Proenzyme 
vorliegenden inaktiven Gerinnungsfaktoren kaskadenartig durch proteolytische Spaltung in 
aktive Proteasen überführt [121] (Abb. 12). Die stufenweise Aktivierung kann auf zwei  
unterschiedlichen Wegen erfolgen: Bei der extrinsischen Gerinnungskaskade erfolgt die  
Aktivierung durch Gewebethromboplastin, während bei der intrinsischen Kaskade die  
Aktivierung durch den Kontakt des Blutes mit negativ geladenen Oberflächen ausgelöst 
wird. Beide Reaktionswege laufen auf der Stufe der Aktivierung von Faktor X zu Xa  
zusammen. Im letzten gemeinsamen Schritt katalysiert der aus FXa, FVa und Ca2+-Ionen  
zusammengesetzte Prothrombinasekomplex die Aktivierung von Prothrombin (FII) zu 
Thrombin (FIIa), und zwar auf negativ geladenen Phospholipidoberflächen. Das aktivierte 
Thrombin spaltet Fibrinogen zu Fibrin, und es kommt zur Ausbildung eines Fibrinnetzwer-
kes, in das Thrombozyten, Erythrozyten und andere Blutzellen eingebettet werden. Durch 
Quervernetzung der Fibrinketten durch den Gerinnungsfaktor XIIIa wird der Thrombus  
weiter mechanisch verfestigt [122]. Nach erfolgter Blutstillung können die Fibringerinnsel 
                                                                            
 
 
[II] https://quizlet.com/26846427/534-pathophysiology-hematologic-disorders-flash-cards/ Stand 2016-02-07. 
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durch die trypsinartige Serinprotease Plasmin wieder abgebaut werden. Dieser Prozess wird 
als Fibrinolyse bezeichnet. Plasmin liegt im Plasma als inaktives Plasminogen vor, das in 
der Leber synthetisiert und intravaskular durch den Gewebeplasminogenaktivator (t-PA)  
aktiviert wird. Im Gegensatz dazu wird extrazelluläres Plasminogen bevorzugt durch  
Urokinase (uPA) aktiviert. Eine überschießende Fibrinolyse und eine damit verbundene  
Blutungsneigung kann durch direkte Plasminhemmung [123, 124] oder durch Inhibierung 
der Plasminogenaktivatoren erreicht werden. Der Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ I 
(PAI-1) hemmt sowohl t-PA als auch Urokinase. Plasmin selbst lässt sich durch den  
endogenen Inhibitor α2-Antiplasmin (α2-AP) direkt inhibieren [125]. 
  
Abbildung 12.  Schematische Darstellung des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems. Nach einer Gefäßverletz-
ung freigelegtes Kollagen adsorbiert den Faktor XII (Hageman-Faktor), der anschließend durch Plasmakalli-
krein zu FXIIa aktiviert wird. FXIIa wandelt Faktor XI in FXIa um, der FIXa bildet, welcher wiederum mit 
Hilfe seines Kofaktors FVIIIa den FX zu FXa aktiviert. Die extrinsische Gerinnungsaktivierung wird durch 
ein geschädigtes Endothel ausgelöst. Beim Eintreten des Bluts in das Gewebe kommt es in Gegenwart des 
freigesetzten Gewebsthromboplasins (FIII oder tissue factor) zur Aktivierung des Gerinnungsfaktors FVII zu 
FVIIa. FVIIa aktiviert zusammen mit Calcium-Ionen FX zu FXa. Im letzten gemeinsamen Schritt bewirkt der 
Prothrombinase-Komplex aus FXa, FVa und Ca2+-Ionen auf Phospholipidoberflächen die Umwandlung von 
Prothrombin (FII) zu Thrombin (FIIa). Das aktivierte Thrombin spaltet Fibrinogen in Fibrinmonomere, die 
sich zu Fibrinfibrillen zusammen lagern. Danach erfolgt die Quervernetzung dieser Monomere durch die 
Transglutaminase FXIIIa zu einem stabilen Fibrinpolymer. Die Abb.12 wurde vom Internet entnommen und 
modifiziert [III]. 
                                                                            
 
 
[III] http://practical-haemostasis.com/Screening%20Tests/pt.html. 
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3.1 Struktur des Thrombins 
 
Abbildung 13.  Stereodarstellung des Thrombins im Komplex mit dem Hexapeptidsubstrat IAGRSL 
(entspricht dem P4-P2′-Segment des Antithrombins). Die Oberfläche des Thrombins ist entsprechend des  
berechneten elektrostatischen Potentials eingefärbt (rot, negativ und blau, positiv). Der gelbe Pfeil weist auf 
die Peptidbindung zwischen den P1- und P1-Resten. Das aktive Zentrum besitzt eine tiefe Bindetasche, die 
oben von dem sogenannten 60er-Insertionsloop und unten vom Gamma-Loop begrenzt wird. Daneben sind 
noch die beiden basischen Anionbindungsseiten (ABEI und ABEII) und die Na+-Bindungsregion dargestellt. 
Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen [126].  
Thrombin ist eine trypsinartige Serinprotease und wird als Zymogen Prothrombin in der  
Leber gebildet. Das aktivierte Enzym mit einem Molekulargewicht von ca. 32 kDa besteht 
aus einer leichteren A-Kette und der eigentlichen Proteasedomäne, der B-Kette. Die A- und 
B-Ketten sind durch eine Disulfidbrücke miteinander verknüpft; die Konformation der  
B-Kette wird durch drei weitere Disulfidbrücken zwischen sechs konservierten Cystein- 
resten stabilisiert. Thrombin ist ein ellipsoides Molekül; sein aktives Zentrum wird durch 
zwei Schleifen (60er- und Gamma-Loop) begrenzt, die für die Ausbildung einer tiefen und 
engen Bindetasche verantwortlich sind (Abb. 13). Am Boden der S1-Tasche befindet sich 
die saure Seitenkette des Asp189. Dadurch spaltet Thrombin bevorzugt Substrate mit Argi-
nin in P1-Position. Die katalytische Triade wird von den Resten Ser195, His57 und Asp102 
gebildet. Der negativ geladene Oxyanion-Übergangszustand während der Substratspaltung 
wird durch die beiden Amidstickstoffe des Gly193 und Ser195 stabilisiert, die das soge-
nannte oxyanion hole bilden. Die S2-Tasche wird durch die Aminosäuren Tyr60A, Trp60D 
und His57 sowie durch die hydrophobe Seitenkette des Leu99 begrenzt. Die Reste Tyr60A-
Pro60B-Pro60C-Trp60D sind Teil des 60er-Insertionsloops, der eine Art Deckel über der 
S2-Tasche ausbildet. Daher bevorzugt Thrombin in Substraten und in substratanalogen  
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Inhibitoren nur mittelgroße, hydrophobe Aminosäuren wie Valin oder Prolin. Links der S2-
Tasche befindet sich die hydrophobe distale S3/S4-Tasche, die auch als Aromatenbindungs-
stelle (ary-binding-site) bezeichnet wird. Der Boden der S3-Tasche wird durch den Indolring 
des Trp215 gebildet, und die Tasche wird rechts durch die hydrophobe Seitenkette des Leu99 
und links durch Ile174 begrenzt. Darüber hinaus besitzt Thrombin zwei stark positiv  
geladene Regionen, die Fibrinogen-Bindungsregion (anion binding exosite I, ABE-I) und die 
Heparin-Bindungsstelle (anion binding exosite II, ABE-II) [127]. Die ABE-I ist an der  
Bindung des Fibrinogens beteiligt. Die Heparin-Bindungsstelle interagiert über elektrostati-
sche Wechselwirkungen mit dem stark sauren Makromolekül Heparin. Thrombin besitzt 
auch eine Na+-Bindungsregion. Durch das Andocken von Natrium-Ionen entsteht aus der 
Na+-freien „slow“ Form die „fast“ Form. Durch diese Konformationsänderung vermag 
Thrombin prokoagulatorischen Substrate schneller zu spalten [128, 129].  
3.2 Regulationen der Blutgerinnung  
An hämostaseologischen Prozessen sind neben den Gerinnungsfaktoren und Blutplättchen 
auch Endothelzellen aktiv beteiligt, die das Lumen aller Blutgefäße auskleiden und sowohl 
antithrombotische als auch prothrombotische Eigenschaften besitzen. Ein gesundes  
Endothel stellt eine athrombogene Oberfläche dar, die weder das plasmatische Gerinnungs-
system noch eine Adhäsion und Aggregation von Blutplättchen fördert. Darüber hinaus  
geben Endothelzellen eine Vielzahl von Substanzen ab, die den Gerinnungsprozess hemmen 
oder welche die endogene Fibrinolyse regulieren. Durch diese Kontrollmechanismen wird 
eine überschießende Aktivierung der Gerinnung und der Fibrinolyse verhindert, die zu 
Thrombosen oder Blutungen führen könnte. Die wichtigsten endogenen Inhibitoren im  
Gerinnungssystem sind Antithrombin (AT) und tissue factor pathway inhibitor (TFPI) sowie 
die Komponenten des Protein-C-Weges [130-133]. AT und TFPI sind sogenannte Serpine 
(Serinproteaseinhibitoren), die an das aktive Zentrum des jeweiligen Gerinnungsfaktors  
gebunden und dort gespalten werden. Danach kommt es zu einer starken Umfaltung des 
Protease-Inhibitor-Komplexes, und die Protease bleibt inaktiviert. Zur Hemmung des  
fibrinolytischen Systems dienen die endogenen Inhibitoren α2-Antiplasmin (α2AP) und  
PAI-1 [134]. 
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3.3 Proteaseinhibitoren als Therapeutika 
Das Gerinnungssystem lässt sich durch die Hemmung der Thrombozytenaggregation und 
der am Gerinnungssystem beteiligten Enzyme pharmakologisch beeinflussen. Diese  
Substanzen werden als Antithrombotika bezeichnet, die entsprechend ihrer primären  
Angriffspunkte in zwei Klassen unterteilt werden, die Thrombozytenaggregationshemmer 
und die Antikoagulantien. Thrombozytenaggregationshemmer unterdrücken die Aggrega-
tion der Thrombozyten in der primären Hämostase, während die Antikoagulantien die  
Fibrinbildung in der sekundären Hämostase verhindern [135]. Je nach Wirkmechanismus 
werden die Antikoagulantien in zwei weitere Gruppen unterteilt. Im Gegensatz zu den  
direkten Antikoagulantien, die unmittelbar die Gerinnungsfaktoren hemmen, beeinflussen 
die indirekten Antikoagulantien, wie etwa die Vitamin K-Antagonisten, die Ausbildung der 
korrekten Zymogenformen der Gerinnungsfaktoren. Hingegen verstärken die Heparine die 
Hemmwirkung des endogenen Inhibitors Antithrombin (AT). Die direkten Antikoagulantien 
lassen sich außerdem noch in Thrombin- oder in FXa-Inhibitoren unterteilen [136]. Je nach 
Applikationsroute unterscheidet man überdies zwischen oralen und parenteralen Wirk- 
stoffen. 
3.3.1 Indirekte Antikoagulantien 
Heparin und seine Derivate sowie die oralen Vitamin-K-Antagonisten (4-Hydroxycumarine) 
zählen zu den indirekten Antikoagulantien. Das polyanionische Glucosaminglykan Heparin 
wirkt, indem es die Bindung des Antithrombins an die aktivierten Gerinnungsfaktoren IXa, 
Xa, XIa, XIIa und IIa sehr stark beschleunigt, wodurch es zu einer effizienteren Inaktivie-
rung dieser Gerinnungsfaktoren kommt. Die vorwiegenden Nebenwirkungen der Heparine 
sind Blutungen und die lebensbedrohliche Heparin-induzierte Thrombozytopenie vom Typ 
II (HIT-II) sowie die weniger gefährliche HIT-I. Zu den sogenannten Thrombozytopenien 
kommt es, da Heparine aufgrund ihrer stark negativen Ladung mit bestimmten aus Blutplätt-
chen freigesetzten Proteinen, wie beispielsweise mit dem Plättchenfaktor-4, spezifische 
Komplexe ausbilden. Gegen diese Komplexe (Antigene) werden im Körper Antikörper ent-
wickelt. Nach Bindung an den jeweiligen Komplex docken die Antikörper mit ihrem Fc-Teil 
an einen Rezeptor auf den Thrombozyten an. Infolgedessen kommt es zum Verklumpen der 
Thrombozyten und zu einem deutlichen Abfall der Plättchenzahl, wodurch sowohl starke 
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Blutungen als auch lebensgefährliche Thrombosen auftreten können [137, 138]. Als Antidot 
des Heparins kann das stark basische Protein Protamin intravenös verabreicht werden, wel-
ches mit Heparin stabile Komplexe ohne gerinnungshemmende Wirkung ausbildet [139]. 
Cumarinderivate wie Phenprocoumon (Marcumar®) und Warfarin (Coumadin®) hemmen 
die Vitamin-K-abhängige γ-Carboxylierung der Zymogenformen der Gerinnungsfaktoren II, 
VII, IX, X sowie der antikoagulatorischen Proteine C und S in der Leber [136]. Dadurch 
sind die Zymogene nicht mehr aktivierbar, und die Blutgerinnung wird gehemmt. 
3.3.2 Parenterale Thrombininhibitoren  
Thrombin ist das zentrale Enzym am Ende der Blutgerinnungskaskade. Die ersten Versuche 
zur Hemmung der Blutgerinnungskaskade über eine spezifische Thrombinhemmung  
erfolgten mit dem natürlichen Thrombinhemmstoff Hirudin in den 1950er Jahren [140].  
Hirudin ist ein Polypeptid aus 65 Aminosäuren (Molekulargewicht ca. 7000 Da) und wurde  
ursprünglich aus dem Blutegel Hirudo medicinalis isoliert. Inzwischen sind zwei in E.coli 
rekombinant hergestellte Hirudinvarianten für die parenterale Applikation zugelassen.  
Jedoch hat Hirudin eine sehr enge therapeutische Breite. Aufgrund von möglichen Blutungs-
komplikationen wird es nur noch relativ selten, vor allem bei Patienten mit einer heparin-
induzierten Thrombozytopenie vom Typ II, eingesetzt [141, 142]. Vom Hirudin wurde ein 
synthetisches Derivat abgeleitet, das als Hirulog-1 oder Bivalirudin bezeichnet wird [143]. 
Wie das natürliche Hirudin, so hemmt auch Hirulog-1 das Thrombin hochspezifisch mittels 
eines bivalenten Bindungsmodus, indem es gleichzeitig das aktive Zentrum und die ABE-I 
blockiert [144].  
Die gerinnungshemmende Wirkung des natürlichen Hirudins (Ki = 22 fM) diente als  
Ausgangspunkt für die Suche nach synthetischen niedermolekularen Thrombininhibitoren 
mit potentieller oraler Bioverfügbarkeit. Ausgehend von bekannten Thrombinsubstraten, vor  
allem vom D-Phe-Pro-Arg-Typ, wurden erste synthetische Derivate erhalten. Dazu gehören 
der irreversible Inhibitor PPACK, der Arginal-Hemmstoff Efegatran oder das decarboxy-
lierte Noragmatin-Derivat Inogatran (Abb.14) [145, 146]. Als erster kleinmolekularer  
synthetischer Thrombinhemmstoff wurde das sulfonylierte Arginin-Derivat Argatroban  
(Ki = 17 nM) in Japan im Jahr 1992 erstmals zugelassen. Neben diesen Arginin-Derivaten 
wurden auch zahlreiche Benzamidin-Verbindungen als hochwirksame Thrombinhemm-
stoffe identifiziert [147]. Zu dieser Gruppe gehört NAPAP (Ki = 2,1 nM) mit einem zentralen 
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D-4-Amidinophenylalaninrest, TAPAP mit einem zentralen 3-Amidinophenylalaninrest  
oder auch Melagatran, das einen C-terminalen 4-Amidinobenzylamidrest als Argininmime-
tikum besitzt. Aufgrund der starken Basizität der P1-Gruppe wurde für alle diese Inhibitoren 
nur eine marginale orale Bioverfügbarkeit bestimmt. Daher wurden in der Folgezeit zahl- 
reiche Prodrugs und auch Thrombininhibitoren ohne basischen P1-Rest entwickelt, deren 
Strukturen in zahlreichen Übersichtsarbeiten zusammengefasst sind [148-150].  
 
Abbildung 14.  Strukturen einiger synthetischer Thrombininhibitoren. (A) Argatroban; (B) Efegatran;   
(C) Inogatran; (D) Melagatran; (E) PPACK; (F) NAPAP. 
Vom Melagatran (Ki = 2 nM) wurde auch der Inhibitortyp abgeleitet, der als Ausgangspunkt 
für die in dieser Dissertation synthetisierten Inhibitoren diente. Im Gegensatz zum Melagat-
ran besitzen diese Inhibitoren jedoch eine L-konfigurierte Aminosäure in P3-Position  
(Inhibitoren des Typs 1) oder eine Sulfonylgruppe als P4-Rest in Kombination mit einem  
D-konfigurierten P3-Rest (Inhibitoren des Typs 2). Bei den Inhibitoren des Typs 1 ist die 
Seitenkette der L-konfigurierten P3-Aminosäure ins Lösungsmittel gerichtet, bei den  
Inhibitoren des Typs 2 ist die N-terminale P4-Sulfonylgruppe modifizierbar. Wie bei  
Melgatran wurde eine 4-Amidinobenzylamidgruppe in P1-Position eingebaut, jedoch wurde 
der P2-Azetidincarbonsäurerest durch das günstigere Prolin ersetzt (Abb. 15).  
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Abbildung 15.  Kristallstruktur des Inhibitors 3-Cl-4-MeO-bs-Asn(4-CN-Bzl)-Pro-4-Amba im Komplex mit 
humanem Thrombin (rechts); links ist die Inhibitorstruktur dargestellt. Die Abbildung wurde aus der Literatur  
übernommen [151]. 
3.3.3 Direkte orale Antikoagulantien (DOAK) 
Im Jahr 2003 wurde Ximelagatran [152] als erster oral applizierbarer Thrombinhemmstoff 
in Frankreich zugelassen (2004 in Deutschland), der aber kurze Zeit später infolge weniger 
Fälle von Hepatotoxizität wieder vom Markt genommen wurde. Seit einigen Jahren sind 
mehrere neue direkte orale Antikoagulantien (DOAK) auf dem Markt. Hierzu zählen der 
Thrombinhemmer Dabigatranetexilat (Pradaxa®), ein doppeltes Prodrug des Dabigatrans, 
sowie die Faktor-Xa-Hemmer Rivaroxaban (Xarelto®), Apixaban (Eliquis®) und Edoxaban 
(Lixiana®) [153]. Die wichtigsten Vorteile der DOAK sind die festen Dosierungsschemata 
und der Wegfall regelmäßiger Kontrollen des Gerinnungsstatus. Als Antidot für Dabigatran 
wurde vor kurzem ein hochspezifischer Antikörper zugelassen [154]. Für die oralen FXa-
Hemmstoffe wird derzeit ein inaktiviertes FXa-Analogon in Phase III geprüft, bei dem das 
Ser195 durch Ala ausgetauscht ist [155]. Jedoch gab es auch bei der Verwendung von neuen 
oralen Antikoagulantien einige Fälle von Blutungskomplikationen [156]. 
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4 Zielsetzung der Arbeit 
Ein Nachteil vieler peptidischer oder peptidomimetischer Wirkstoffe ist deren proteolytische 
Instabilität und rasche Eliminierung aus der Zirkulation. So wurde bei vielen niedermole- 
kularen benzamidinartigen Hemmstoffen von trypsinartigen Serinproteasen eine schnelle 
renale und/oder auch hepatobiliäre Eliminierung festgestellt [157-160]. Die renale Ausschei-
dung lässt sich prinzipiell durch deutliche Vergrößerung des hydrodynamischen Radius der 
Wirkstoffe über die Porengröße der Nierenglomeruli reduzieren. Eine starke bililäre Aus-
scheidung beobachtet man  häufig für sehr hydrophobe Wirkstoffe, die zuvor von der Leber 
aufgenommen wurden [161]. Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, am Beispiel von Throm-
bininhibitoren als Modellsystem eine neue Strategie zur Molekulargewichtsvergrößerung 
von Proteasehemmstoffen zu etablieren, die auf einem Einbau der Wirkstoffe in die äußere 
Liposomenmembran basiert. Hierzu sollten die vom Benzamidin abgeleiteten substratanalo-
gen Thrombininhibitoren vom Typ I und II (Abb. 16) über einen kleinen Ethylenglykol-
Linker mit einem Palmitoylrest modifiziert werden, um sie in die äußere Liposomen- 
membran einbauen zu können. Durch diese Oligomerisierung sollte eine enorme Vergröße-
rung des hydrodynamischen Radius der Wirkstoffe erzielt werden, um deren schnelle renale 
Eliminierung zu verhindern.  
 
Abbildung 16.  Thrombininhibitoren des Typs 4-MeO-Bs-L-Lys/Asp-Pro-4-Amba (Typ I) und vom Typ 
P4-D-Cha-Pro-4-Amba (Typ II). 
Während der Inhibitortyp I sehr selektiv nur Thrombin im niedrig nanomolaren Bereich 
hemmt, ist der Typ II weniger spezifisch und inhibiert teilweise auch andere verwandte  
Proteasen wie FXa, Plasmin und uPA, obwohl die Wirkung auf diese Proteasen deutlich 
reduziert ist [151, 162]. Es sollte geprüft werden, ob es durch den zweiten Inhibitortyp mit  
D-konfigurierter und sufonierter P3-Aminosäure zu einer noch stärkeren Gerinnungs- 
hemmung kommt. Aus Kristallstrukturuntersuchungen mit dem Inhibitortyp I im Komplex 
mit Thrombin war bekannt, dass die Seitenkette der L-Aminosäure in P3-Position ins  
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Lösungsmittel gerichtet ist und von der Bindetasche des Thrombins weg zeigt [151]. Daher 
war zu erwarten, dass eine Modifizierung an der P3-Seitenkette toleriert wird und die 
Hemmwirkung der Inhibitoren weitestgehend erhalten bleibt. Aufgrund vieler Kristallstruk-
turen des Inhibitortyps II mit Thrombin sollte auch in diesem Fall zu erwarten sein, dass eine 
N-terminale Modifizierung toleriert wird. 
In Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Udo Bakowsky sollten die palmitoyl- 
ierten Inhibitoren in Liposomen eingebaut werden. Alle Ausgangsverbindungen, deren  
palmitoylierte Derivate und die hergestellten Liposomen sollten enzymkinetisch auf ihre 
Hemmwirkung gegen Thrombin und auf weitere trypsinartige Serinproteasen untersucht 
werden. Zusätzlich sollte die antikoagulative Wirksamkeit ausgewählter Derivate in einem 
Gerinnungstest im Plasma geprüft werden. Parallel dazu sollte untersucht werden, ob sich 
die Verbindungen mit einer terminalen Aminogruppe zur gerinnungshemmenden  
Modifizierung von Oberflächen eignen. Für diesen Zweck sollte ein ausgewählter Inhibitor 
mit freier Aminogruppe an einen entsprechenden Glasträger kovalent gebunden und  
anschließend die gerinnungshemmende Wirkung dieses Trägers geprüft werden. 
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5 Ergebnisse und Diskussion  
5.1 Synthesen  
5.1.1 Synthese der Inhibitoren mit L-Aminosäuren in P3-Position (Typ I) 
Zu Beginn der Arbeit wurden die Ausgangsinhibitoren mit Lys (7) und Asp (15) wie in der 
Literatur beschrieben [163] synthetisiert und gemäß Schema 1 und 2 modifiziert. Hierfür 
wurde intial an den Lys-Inhibitor 7 die Aminosäure 8-(Cbz-amino)-3,6-dioxa-octansäure 
(Cbz-Adoa-OH) gekoppelt. Anschließende Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe ergab  
Inhibitor 9, der entweder mit Palmitinsäure oder Biotin zu den Verbindungen 10 oder 11 
umgesetzt wurde. Durch direkte Umsetzung von Inhibitor 7 mit Palmitinsäure wurde  
Verbindung 12 ohne Ethylenglykol-Spacer synthetisiert.  
 
Schema 1.  Synthese der Inhibitoren vom Typ-I mit L-Lys in P3-Position (7 und 9-12). (a) BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA in DMF; (b) 32 % HBr in AcOH, präparative HPLC; (c) Palmitinsäure oder Biotin, BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA in DMF, präparative HPLC; (d) Palmitinsäure, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in DMF, präparative HPLC. 
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Auf analoge Weise wurde das Asp-Derivat 15 mit 1-(Boc-amino)-4,7,10-trioxa-13-tride-
canamin (Boc-Tota-H) gekoppelt (Schema 2). Die Abspaltung der Boc-Schutz-gruppe ergab 
Inhibitor 17, welcher entweder mit Palmitinsäure oder Biotin zu Verbindung 18 bzw. 19 
umgesetzt wurde.  
 
Schema 2.  Synthese der Inhibitoren vom Typ-I mit Asp/Asn in P3-Position (15 und 17-19). (a) BOP,  
2 Äquiv. DIPEA in DMF; (b) TFA, präparative HPLC; (c) Palmitinsäure oder Biotin, BOP, 2 Äquiv. DIPEA 
in DMF, präparative HPLC. 
Für die Präparation der bifunktionalisierten Liposomen wurde das biotinylierte Derivat 21 
hergestellt. Hierzu wurde Boc-Tota-H im ersten Schritt mit Biotin gekoppelt. Das nach 
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erhaltene Intermediat 20 wurde anschließend mit Palmit-
insäure zu Verbindung 21 umgesetzt (Schema 3).   
 
Schema 3.  Synthese des palmitoylierten Biotinderivats 21. (a) Boc-Tota-H, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in DMF; 
(b) TFA, präparative Säulenchromatographie; (c) Palmitinsäure, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in DMF, präparative 
Säulenchromatographie an Kieselgel 60 (Laufmittel: Chloroform/Methanol/25 % NH4OH, 80/20/1, v/v/v). 
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5.1.2  Substratanaloge Inhibitoren mit D-Cha in P3-Position  
5.1.2.1 Inhibitoren mit D-Cha in P3-Position und aromatischen Sulfonylresten  
Inhibitor 26 (3-NH2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba) wurde gemäß Schema 4 hergestellt. Als  
Ausgangsverbindung diente 3-Nitrobenzylbromid, das mit Natriumsulfit in die Sulfonsäure  
umgesetzt wurde [164]. Deren Natriumsalz wurde mit Phosphorylchlorid angefeuchtet,  
mit Phosphorpentachlorid versetzt und bei 80 °C in das entsprechende Sulfonylchlorid  
überführt [164]. Aufgrund der reduzierten Stabilität der mit elektronenziehenden Gruppen 
substituierten Benzylsulfonylchloride im basisch-wässrigen Milieu erfolgte die Kopplung 
an D-Cha in DCM, wobei die Aminosäure zuvor durch Umsetzung mit Trimethylsilylchlorid 
in Lösung gebracht wurde [165]. Das erhaltene 3-NO2-Bzls-D-Cha-OH (24) wurde anschlie-
ßend mit Pro-4-Amba × 2 HCl in Verbindung 25 überführt, danach dessen Nitro-Gruppe 
zum Amin reduziert und der Inhibitor 3-NH2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba (26) erhalten.  
Der Inhibitor 26 wurde mit Cbz-Adoa-OH gekoppelt, die Cbz-Schutzgruppe abgespalten 
und das erhaltene Intermediat 28 wurde anschließend mit Palmitinsäure zur Verbindung 29 
umgesetzt. Die Synthese und Modifizierung von 4-NH2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba (34)  
erfolgte auf analoge Weise ausgehend von 4-Nitrobenzylbromid und wird hier nicht  
gesondert aufgeführt. 
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Schema 4.  Synthese der Inhibitoren 25-26 und 28-29 mit D-Cha in P3-Position und aromatischen Sulfonyl-
resten. (a) 1,1 Äquiv. Na2SO3, 5 h Reflux in H2O; (b) POCl3/PCl5, 4 h bei 80 °C; (c) D-Cha, 2,3 Äquiv. TMSCl, 
2,3 Äquiv. DIPEA, 1 h Reflux in DCM, danach 1,2 Äquiv. DIPEA in DCM, präparative  
Säulen-chromatographie; (d) H-Pro-4-Amba × 2 HCl, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in DMF, präparative HPLC;  
(e) Pd/C in AcOH, H2-Atmosphäre, präparative HPLC; (f) Cbz-Adoa-OH, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in DMF;  
(g) 32 % HBr in AcOH, präparative HPLC; (h) Palmitinsäure, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in DMF, präparative 
HPLC. 
5.1.2.2 Inhibitoren mit D-Cha in P3-Position und aliphatischen Sulfonylresten  
Die Synthese dieses Inhibitortyps ist in Schema 5 dargestellt. Die Einführung der  
Cbz-Schutzgruppe an 2-Aminoethansulfonsäure (Taurin) erfolgte durch Umsetzung mit 
Cbz-Cl unter Schotten-Baumann-Bedingungen [166]. Die Chlorierung des Cbz-geschützten 
Sulfonats (38) wurde intial in Analogie zur Synthese der Benzylsulfonylchloride mit Phos-
phorpentachlorid unter Erhitzen (4 Stunden, 80 °C) und in Gegenwart von Phosphor- 
oxychlorid (POCl3) versucht. Jedoch konnte kein Produkt isoliert werden, da es zur Bildung  
nicht identifizierter Nebenprodukte kam. Offenbar ist für diese Reaktion ein geeignetes  
Lösungsmittel erforderlich. Alternativ beschreiben Dries und Mitarbeiter die Synthese von  
Taurinchloriden ausgehend von Fmoc- oder Boc-geschützten Aminosulfonaten mittels  
Triphosgen in Anwesenheit einer katalytischen Menge DMF und des Phasentransfer- 
katalysators Tetra-n-butylammoniumbromid [167]. Jedoch konnte das erhaltene Intermediat  
38 wie in der Literatur beschrieben mit POCl3 in Sulfolan/CH3CN (40 Minuten, 70 °C)  
chloriert werden [168]. Das Sulfonsäurechlorid (39) wurde anschließend ohne weitere  
Charakterisierung an D-Cha in DCM gekoppelt, das zuvor wieder in das Bis-Trimethylsilyl- 
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Derivat überführt wurde. Das Intermediat 40 (Schema 5) wurde im nächsten Schritt mit  
H-4-Pro-Amba × 2 HCl umgesetzt und der geschützte Inhibitor 41 erhalten. Die Abspaltung 
der Cbz-Schutzgruppe ergab den Hemmstoff 42, der über seine freie Aminogruppe mit Cbz-
Adoa-OH gekoppelt wurde. Nach Abspaltung der Schutzgruppe und anschließender Umset-
zung mit Palmitinsäure wurde der Inhibitor 45 erhalten.  
 
Schema 5.  Synthese der Inhibitoren 41-42 und 44-45 mit D-Cha in P3-Position und aliphatischen Sulfonyl-
resten . (a) 1,2 Äquiv. Cbz-Cl, 1 N NaOH, 30 Minuten bei 0 °C dann 2 h bei RT; (b) 1,9 Äquiv. POCl3, in 
Sulfolan/CH3CN, 40 Minuten bei 70 °C; (c) D-Cha, 2,3 Äquiv. TMSCl, 2,3 Äquiv. DIPEA, 1 h Reflux in DCM, 
danach 1,2 Äquiv. DIPEA in DCM, präparative HPLC; (d) H-Pro-4-Amba × 2 HCl, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in 
DMF, präparative HPLC; (e) 32 % HBr in AcOH, präparative HPLC; (f) Cbz-Adoa-OH, BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA in DMF; (g) 32 % HBr in AcOH, präparative HPLC; (h) Palmitinsäure, BOP, 2 Äquiv. DIPEA in 
DMF, präparative HPLC.
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5.2 Enzymkinetische Studien 
5.2.1 Inhibitoren mit Lys und Asp/Asn in P3-Position  
Die ermittelten Hemmkonstanten der Typ-I-Inhibitoren mit L-konfigurierten Aminosäuren 
in P3-Position gegenüber Thrombin und anderen trypsinartigen Serinproteasen sind in den 
Tabellen 2 und 3 zusammengefasst. Die Ergebnisse zeigen, dass diese Verbindungen sehr 
selektive Thrombininhibitoren sind, welche die anderen untersuchten Proteasen nur  
marginal mit Ki-Werten > 3 µM hemmen. Wie erwartet, wurde die Verlängerung der  
P3-Seitenkette mit einem Ethylenglykol-Derivat in beiden Inhibitorserien sehr gut toleriert. 
Im Falle der P3-Lys-Derivate blieb die Hemmwirkung nahezu erhalten, während im Falle 
der P3-Asn-Verbindungen 17-19 im Vergleich zum Ausgangsderivat mit Asp sogar  
verbesserte Ki-Werte im subnanomolaren Bereich ermittelt wurden. Eine ähnliche Tendenz 
wurde bereits in frühren Abeiten mit diesem Inhibitortyp beobachtet [163]. In der Kristall-
struktur eines P3-Asn-Inhibitors im Komplex mit Thrombin (3utu.pdb) war zu erkennen, 
dass zwischen dem Amid-Stickstoff der Asn-Seitenkette über ein verbrückendes Wassermo-
lekül polare Wechselwirkungen zu den Thrombinresten Glu192, Gly216 und Gly219 ausge-
bildet werden (Abb. 15). Möglicherweise erklärt dies die stärkere Hemmwirkung der  
P3-Asn-Verbindungen im Vergleich zum Asp-Inhibitor. 
Ein leicht reduzierter Ki-Wert wurde für den Inhibitor 12 ermittelt, bei dem der Palmitoylrest 
ohne Spacer direkt an die Lys-Seitenkette gekoppelt ist. Dieses Phänomen, das die direkte 
Acylierung von Inhibitoren mit längerkettigen Fettsäureresten zu einer reduzierten Hemm-
wirkung führen kann, wurde bereits in früheren Arbeiten mit einer Serie von Furin- 
inhibitoren beobachtet [169]. Hierbei wurde der N-terminale Phenylacetylrest des Inhibitors  
Phac-Arg-Val-Arg-4-Amba durch Acylketten unterschiedlicher Länge ausgetauscht, um die 
Zellpermeabilität der stark polaren Verbindungen zu verbessern. Bis zu einer Kettenlänge 
von etwa 10-12 C-Atomen blieb die Hemmwirkung nahezu unverändert; bei weiterer  
Verlängerung der Acylreste (C14 bis C18) kam es jedoch zu einem schrittweise immer  
stärkeren drastischen Abfall der inhibitorischen Wirkung. Es wurde vermutet, dass die 
Hemmstoffe mit längeren Acylketten Micellen ausbilden, wodurch die Hemmwirkung  
vermindert wird. Jedoch war auch eine unspezifische Bindung solcher Inhibitoren an die 
Oberfläche des Furins oder an die Wände von Reaktionsgefäßen denkbar. Eine Bindung 
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dieser mit Acylketten modifizierten Verbindungen an Serumalbumin (HSA/BSA) ist  
ebenfalls möglich. Dieses Plasmaprotein war im Falle der Furinmessungen standardmäßig 
im Messpuffer enthalten, um die Protease zu stabilisieren. Durch solche unspezifischen 
Wechselwirkungen könnte es zu einer Reduktion der freien Inhibitorkonzentration und  
demzufolge zu einer Abschwächung der Hemmwirkung kommen. Interaktionen dieser Art  
zwischen HSA und Fettsäureresten sind in der Literatur vielfach beschrieben und werden 
auch gezielt zur Halbwertszeitverlängerung genutzt [170, 171]. HSA ist das meistverbreitete 
Protein im Blut (~ 40 g/l) [172] und ist am Transport von Fettsäuren beteiligt. Es besitzt fünf 
Bindungsstellen für Fettsäuren mit mittlerer oder langer Alkylkette. Die Wechselwirkungen 
der Fettsäuren mit den jeweiligen Bindungsstellen sind unterschiedlich stark, im Falle der 
Myristinsäure wurden Dissoziationskonstanten zwischen 0,05 µM und 1 µM gefunden [173, 
174]. Palmitate werden mit Konstanten zwischen 0,02 µM und 0,06 µM noch stärker  
gebunden [175].  
Tabelle 2. Hemmwirkung der Inhibitoren mit Lys in P3-Position. 
 
Nr. R 
Ki aPTT 
Thrombin 
(nM) 
FXa 
(µM) 
Plasmin 
(µM) 
uPA 
(µM) 
IC200[a] 
(µM) 
7 H 0,73 3,92 ± 0,21 3,74 ± 0, 31 25,31 ± 4,28 0,10 
9 Adoa- 0,82 ± 0,07 7,28 ± 0,93 3,12 ± 0,69 30,32 ± 5,37 0,12 
10 Palmitoyl-Adoa- 1,39 ± 0,06 5,93 ± 0,49 4,16 ± 0,48 44,49 ± 3,18 0,32 
11 Biotinyl-Adoa- 0,89 ± 0,04 3,52 ± 0,49 3,59 ± 0,57 31,36 ± 4,25 0,71 
12 Palmitoyl- 2,36 ± 0,62 6,13 ± 0,99 7,41 ± 0,18 51,01 ± 6,53 5,29 
 [a] Der IC200-Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, die eine Verdopplung der normalen Gerinnungszeit auf 
200 % bewirkt. 
 
Neben den Ki-Bestimmungen wurden die Gerinnungshemmwirkungen der freien Inhibitoren 
7, 9-12 und 17-19 mittels der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) in humanem
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Plasma ermittelt. Die erhaltenen IC200-Werte sind in den Tabellen 2 und 3 angegeben. Dabei 
wurde eine gute Korrelation zwischen den Werten der enzymkinetischen Thrombin- 
hemmung und der Gerinnungshemmaktivitäten im Plasma gefunden. Die Inhibitoren mit 
kleineren Ki-Werten zeigten auch stärkere gerinnungshemmende Eigenschaften. Auf die  
Ergebnisse der aPPT-Messungen wird nochmals im Abschnitt 5.6 näher eingegangen.  
Tabelle 3.  Hemmwirkungen der Inhibitoren mit Asp bzw. Asn in P3-Position. 
 
Nr. R 
Ki aPTT 
Thrombin 
(nM) 
FXa 
(µM) 
Plasmin 
(µM) 
uPA 
(µM) 
IC200 
(µM) 
15 OH 1,6 5,62 ± 0,25 17,92 ± 1,32 26,92 ± 1,43 - 
17 Tota- 0,41 ± 0,02 6,02 ± 0,98 18,32 ± 1,52 26,42 ± 1,94 0,05 
18 Palmitoyl-Tota- 0,87 ± 0,06 4,73 ± 0,20 17,99 ± 1,65 28,32 ± 1,26 0,09 
19 Biotinyl-Tota- 0,35 ± 0,06 3,67 ± 0,29 23,64 ± 1,75 56,25 ± 1,20 0,1 
 
5.2.2 Substratanaloge Inhibitoren mit D-Cha in P3-Position  
Aus der Literatur sind zahlreiche substratanaloge Hemmstoffe trypsinartiger Serinproteasen 
bekannt, die eine D-konfigurierte Aminosäure in P3-Position besitzen. Beispielsweise war 
es nach Einbau von D-Serin möglich, hochwirksame Hemmstoffe der Urokinase zu erhalten 
[157, 176]. Verbindungen mit Derivaten des D-Homophenylalanins erwiesen sich als potente 
FXa-Inhibitoren, [177] und D-Tryptophan- oder D-α-Napthylalanin-Verbindungen dienten 
zur Entwicklung von Hemmstoffen des Gerinnungsfaktors VIIa [178]. Für die Entwicklung 
von Thrombinhemmstoffen hat sich der Einbau des D-Phenylalanins und einiger abgeleiteter 
Derivate als besonders günstig erwiesen. So bewirkt der Ersatz des D-Phenylalanins durch 
das noch deutlich hydrophobere D-Cyclohexylalanin eine Verstärkung der Thrombin- 
hemmung um den Faktor 10; deshalb wurde diese Aminosäure für eine weitere Verbin-
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dungsserie genutzt. Die Inhibitoren mit D-Cha in P3-Position wurden N-terminal mit aroma-
tischen oder aliphatischen Sulfonylresten modifiziert, wobei das bereits oben beschriebene 
Pro-4-Amba als konstantes P2-P1-Segment beibehalten wurde. Die Hemmkonstanten der 
synthetisierten Inhibitoren sind in den Tabellen 4 und 5 zusammengefasst. Die Verbindun-
gen 25, 26, 28 und 33, 34, 36 sind von der Grundstruktur para/meta-Nitro/Amino-Bzls-D-
Cha-Pro-4-Amba abgeleitet und hemmen Thrombin mit Ki-Werten im subnanomolaren Be-
reich. Generell ist dieser Verbindungstyp etwas weniger spezifisch als die zuvor beschrie-
benen Inhibitoren mit L-konfiguriertem Lys oder Asp als P3-Rest. So hemmen einige Deri-
vate den Gerinnungsfaktor FXa im zweistellig nanomolaren Bereich und inhibieren auch 
Plasmin und uPA mit Hemmkonstanten < 1 µM. Bei den palmitoylierten Verbindungen 29 
und 37 wird die Hemmaktivität sowohl für Thrombin als auch für FXa im Vergleich zu den 
direkten Analoga 28 und 36 ohne Acylrest deutlich reduziert. 
Tabelle 4.  Hemmwirkung der Inhibitoren mit aromatischen Sulfonylresten in P4- und D-Cha in P3-Position. 
 
Nr. R 
Ki 
Thrombin 
(nM) 
FXa 
(nM) 
Plasmin 
(nM) 
uPA 
(nM) 
25 3-NO2-bzls- 0,067 ± 0,016 29,67 ± 3,69 225 ± 49 172 ± 14 
26 3-NH2-bzls- 0,065 ± 0,004 7,40 ± 1,23 224 ± 21 140 ± 11 
28 Adoa-3-NH-bzls- 0,087 ± 0,006 20,06 ± 3,00 260 ± 17 534 ± 101 
29 
Palmitoyl-Adoa- 
3-NH-bzls- 
1,19 ± 0,07 122,53 ± 13,78 2260 ± 172 1054 ± 113 
33 4-NO2-bzls- 0,062 ± 0,008 19,75 ± 3,42 219 ± 47 292 ± 63 
34 4-NH2-bzls- 0,095 ± 0,009 14,10 ± 2,65 254 ± 55 209 ± 49 
36 Adoa-4-NH-bzls- 0,16 ± 0,02 23,41 ± 3,78 319 ± 272 493 ± 36 
37 
Palmitoyl-Adoa- 
4-NH-bzls- 
0,98 ± 0,08 187,36 ± 9,61 2543 ± 302 1833 ± 138 
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Die analogen Verbindungen mit dem aliphatischen P4-Sulfonylrest Taurin (Tabelle 5) sind 
– im Vergleich zu den Derivaten mit aromatischen Sulfonylresten – etwa 10-fach weniger 
wirksame Hemmstoffe aller geprüften Proteasen. Jedoch hemmen diese Verbindungen 
Thrombin immer noch relativ stark mit Hemmkonstanten um 1 nM. 
Tabelle 5. Hemmwirkungen der Inhibitoren mit aliphatischen Sulfonylresten in P4- und D-Cha in P3- 
Position. 
 
Nr. R Ki 
Thrombin 
(nM) 
FXa 
(nM) 
Plasmin 
(nM) 
uPA 
(nM) 
41 Cbz- 0,89 ± 0,05 350 ± 21 239 ± 27 435 ± 14 
42 H 1,24 ± 0,06 596 ± 40 255 ± 32 622 ± 94 
44 Adoa- 0,72 ± 0,06 620 ± 53 239 ± 27 891 ± 72 
45 Palmitoyl-Adoa- 3,6 ± 0,9 937 ± 61 2034 ± 425 9256 ± 1215 
 
5.3 Herstellung der gerinnungshemmenden Liposomen 
Aufgrund der besseren synthetischen Zugänglichkeit im Vergleich zu den Asn-Derivaten 
wurden die palmitoylierten Inhibitoren 10 und 12 mit Lysin in P3-Position zur Herstellung 
der antikoagulativ-wirksamen Liposomen verwendet. Die Präparation der Liposomen wurde 
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Udo Bakowsky nach der sogenannten Filmmethode [179, 
180] aus einer Mischung von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), von 
Cholesterol (CH) und von den palmitoylierten Inhibitoren 10 oder 12 im Verhältnis 65/30/5 
Mol-% durchgeführt. Außerdem wurden bifunktionalisierte Liposomen hergestellt, die  
neben den Inhibitoren 10 oder 12 zusätzlich noch das Biotinderivat 21 auf ihrer Oberfläche 
enthalten (Abb. 17). In diesem Fall wurde neben DPPC, CH und den Inhibitoren 10 oder 12 
zusätzlich noch das Biotinderivat 21 zur Herstellung der Liposomen verwendet. 
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Abbildung 17.  Schematische Darstellung eines bifunktionalisierten Liposoms. Diese Art von Liposomen  
enthalten neben dem Inhibitor 10 auch das Biotinderivat 21 auf ihrer Oberfläche.  
Der Einbau des zusätzlichen Biotins sollte zwei unterschiedlichen Zwecken dienen. Dieses 
Biotinderivat sollte eine Neutralisierung der gerinnungshemmenden Wirkung der Liposo- 
men mittels Avidin ermöglichen; gleichzeitig sollte es die Bindung von Liposomen an  
Streptavidin-Oberflächen gestatten, um mittels Surface-Plasmon-Resonanz (SPR) spezifi-
sche Bindungsstudien mit den Liposomen durchführen zu können (Abschnitt 5.8). Die  
Konzentration der Verbindung 21 in der Lipidmischung betrug dabei 10 Mol % bezogen auf 
die verwendete Konzentration der Inhibitoren 10 oder 12. Der Überstand aller Lipidformu-
lierungen wurde mittels HPLC und MS analysiert. Mit den verfügbaren Geräten konnten  
keinerlei freie Inhibitoren 10 oder 12 in den Überständen der Liposomen nachgewiesen  
werden. Die Überstände wurden auch enzymkinetisch geprüft, wobei keinerlei Thrombin-
hemmwirkung gefunden wurde. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Inhibi-
toren während der Herstellung der Liposomen nahezu komplett eingebaut wurden. Daneben 
wurden auch die Inhibitoren 37 und 45 mit einem D-Cha als P3-Rest in Kombinationen mit 
einem aromatischen oder aliphatischen Sulfonylrest für die Herstellung monofunktionali-
sierter Liposomen verwendet. Wie zuvor beschrieben, wurden auch diese Liposomen mit 
der Filmmethode hergestellt. 
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5.4 Physikochemische Charakterisierung der Liposomen 
Die hydrodynamischen Durchmesser und Zetapotentiale der hergestellten Liposomen sind 
in Tabelle 6 zusammengefasst. Für die unmodifizierten DPPC/CH-Liposomen wurde nur 
ein leicht negatives Zetapotential von etwa -8 mV bestimmt, da die  negativ geladenen  
Phosphorsäureestergruppen im DPPC größtenteils zwitterionenartige Strukturen mit dem 
quarternärem Cholinrest ausbilden und so weitestgehend neutralisiert werden. Im Vergleich 
zu den inhibitorfreien Lipidformulierungen (DPPC/CH) besitzen sowohl die mono- als auch 
die bifunktionalisierten Liposomen ein signifikant erhöhtes positives Zetapotential. Dies 
weist darauf hin, dass die Inhibitoren mit der positiv geladenen Benzamidingruppe in  
signifikanter Menge in die äußere Liposomenmembran eingebaut wurden und dadurch auf 
der Liposomenoberfläche präsentiert werden. Offenbar reicht die eingesetzte Inhbitormenge 
aus, um die leicht negative Ladung der unbeladenen Liposomen in den positiven Bereich zu 
verschieben.  
Tabelle 6.  Zusammensetzung, Partikelgröße und Zetapotential der hergestellten Liposomen. 
Liposomen 
Zetapotential 
(mV) 
Partikelgröße[a] 
(nm) 
DPPC/CH -8,60 ± 3,13 75,27 ± 15,96 
DPPC/CH/21 -6,59 ± 2,32 - 
DPPC/CH/10 +29,74 ± 10,05 353,27 ± 159,14 
DPPC/CH/12 +23,56 ± 4,79 330,35 ± 124,12 
DPPC/CH/10/21 +29,95 ± 11,43 392,78 ± 191,37 
DPPC/CH/12/21 +37,18 ± 16,19 343,23 ± 181,85 
DPPC/CH/37 +42,43 ± 16,19 1163,33 ± 17,24 
DPPC/CH/45 +41,67 ± 16,19 939,27 ± 102,79 
[a] Die Werte wurden aus jeweils drei unabhängigen Messungen ermittelt und sind jeweils als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben. 
Bei den bifunktionalisierten Liposomen wurde das Zetapotential durch das zusätzliche  
neutrale Biotinderivat 21, das nur in sehr geringen Mengen bei der Herstellung zugesetzt 
wurde, kaum beeinflusst. Außerdem wurde bei allen modifizierten Liposomen eine deutliche 
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Zunahme der Partikelgröße beobachtet. Interessanterweise sind die inhibitorfreien Liposo-
men (DPPC/CH) mit Partikelgrößen von rund 75 nm deutlich kleiner als die mit den  
Thrombininhibitoren 10/12 und dem Biotinderivat 21, deren Größen im Bereich von 330 bis 
392 nm liegen. Auch für die Liposomen mit den Thrombininhibitoren 37 oder 45 wurde ein 
positives Zetapotential bestimmt. Allerdings wurde für diese Lipidformulierungen eine  
signifikant erhöhte Partikelgröße um etwa 1000 nm ermittelt. Dieser Wert ist dreimal so groß 
im Vergleich zu den Werten der zuvor beschriebenen Liposomen mit den Inhibitoren 10 
oder 12. Die Ursachen dafür sind unklar; möglicherweise kommt es jedoch zur Ausbildung 
von Aggregaten durch Wechselwirkungen zwischen den stark hydrophoben Seitenketten des  
D-Cyclohexylalanins. 
Zusätzlich zu den Messungen der Dynamischen Lichtstreuung, wurden AFM-Aufnahmen 
der Liposmen angefertigt, um mit einer weiteren Methode die Größe der Lipidformulier-
ungen zu bestimmen und deren Morphologie zu visualisieren. Die Aufnahmen sind in Abb. 
18 zu sehen.  
 
Abbildung 18. AFM-Bilder der Lipidformulierungen. (A) DPPC/CH; (B) DPPC/CH/10; (C) DPPC/CH/12; 
(D) DPPC/CH/10/21; (E) DPPC/CH/12/21. 
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Für die DPPC/CH-Liposomen wurde eine monomodale Größenverteilung ermittelt.  
Diese Liposomen sind sphärisch aufgebaut und besitzen eine Größe von etwa 78 ± 11 nm 
(Abb. 18 A). Die durch AFM bestimmten Größen der monofunktionalisierten Liposomen 
ähneln denen der DLS-Messung. Diese Lipsomentypen sind ebenfalls sphärisch aufgebaut 
(Abb. 18 B und C). Für die Liposomen der Zusammensetzung DPPC/CH/10 und 
DPPC/CH/12 wurden Größen von etwa 324 ± 65 nm sowie 335 ± 87 nm gemessen.  
Die bifunktionalisierten Liposomen DPPC/CH/10/21 und DPPC/CH/12/21 sind mit etwa 
370 ± 60 nm oder 390 ± 70 etwas größer. Sowohl bei den mono- als auch bei den  
bifunktionalisierten Liposomen wurde eine Aggregation der Partikel beobachtet, wobei  
dieser Effekt bei den DPPC/CH/12 Formulierungen stärker ausgeprägt war. 
5.5 Hemmwirkungen der Liposomen 
Die Hemmwirkungen der Lipdformulierungen gegenüber Thrombin wurden enzymkinetisch 
mit dem fluorogenen Substrat Tos-Gly-Pro-Arg-AMC bestimmt (Abb. 19 - 20). Für die 
Liposomen mit den Inhibitoren 37 und 45 wurden zusätzlich noch die Hemmwirkungen auf 
FXa ermittelt, da die freien Inhibitoren auch eine gewisse FXa-Inhibierung gezeigt hatten 
(Abb. 21). Die erhaltenen Ergebnisse sind als IC50-Werte in Tabelle 7 zusammengefasst.  
Neben den Hemmwirkungen der Liposomen gegenüber Thrombin oder FXa wurden auch 
deren gerinnungshemmende Aktivitäten mittels des aPTT-Tests im Plasma bestimmt. Die 
ermittelten IC200-Werte sind ebenfalls in der Tabelle 7 angegeben. Auf die Ergebnisse des 
aPTT-Gerinnungstests wird jedoch erst im Abschnitt 5.6 eingegangen.  
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Tabelle 7.  Zusammensetzung, Thrombin- und  FXa-Hemmung sowie Gerinnungshemmung der hergestellten 
Liposomen. 
Liposomen 
IC50 (nM)[a, b] aPTT 
IC200 (µM) Thrombin FXa 
DPPC/CH[c] - - - 
DPPC/CH/21[c] - - - 
DPPC/CH/10 0,55 ± 0,03 n.b. 1,61 
DPPC/CH/12 81 ± 8,09 n.b. 7,26 
DPPC/CH/10/21 4,0 ± 0,24 n.b. 2,16 
DPPC/CH/12/21 116 ± 14,4 n.b. 7,97 
DPPC/CH/37 4,43 ± 1,03 276 ± 18 1.91 
DPPC/CH/45 13,79 ± 1,97 1910 ± 80 2.46 
n.b. nicht bestimmt. [a] Die Werte wurden aus jeweils drei unabhängigen Messungen ermittelt und sind  
jeweils als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. [b] Die IC50-Werte wurden aus enzymkinetischen 
Messungen mit den fluorogenen Substraten Tos-Gly-Pro-Arg-AMC (Thrombin) und Mes-D-Arg-Pro-Arg-
AMC (FXa) ermittelt. [c] Die inhibitorfreien DPPC/CH- und DPPC/CH/21-Liposomen zeigten keinerlei 
Thrombin- und Gerinnungshemmung.  
Die in Abb. 19 - 21 auf der X-Achse angegebene Inhibitorkonzentration basiert auf der  
gesamten Inhibitormenge, die für die Herstellung der Liposomen eingesetzt wurde. Dabei 
wurde angenommen, dass der eingesetzte palmitoylierte Inhibitor komplett eingebaut und 
gleichmäßig auf der Liposomenoberfläche verteilt ist. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, dass ein Anteil der Inhibitormoleküle in umgekehrter Weise in die innere  
Liposomenmembran eingebaut wurde und demzufolge nicht auf der Oberfläche präsentiert 
wird. In diesem Fall wäre der Inhibitorkopf nicht mehr für Thrombin oder FXa zugänglich.  
Die monofunktionalisierten Liposomen aus DPPC/CH und dem Inhibitor 10 mit dem Adoa-
Spacer besitzen eine starke Thrombinhemmwirkung (IC50 = 0,55 nM), während für die  
Lipidvesikel mit dem Inhibitor 12 ohne Spacer eine erheblich reduzierte Hemmaktivität  
gefunden wurde (IC50 = 81 nM). Dies verdeutlicht, dass der Einbau eines flexiblen Linkers  
zwischen dem Inhibitorkopf und der Liposomenoberfläche notwendig ist, um eine bessere 
Zugänglichkeit des Thrombins zu ermöglichen.  
Die bifunktionalisierten Lipidformulierungen der Zusammensetzung DPPC/CH/10/21 und 
DPPC/CH/12/21 besitzen nur eine leicht reduzierte Thrombinhemmwirkung im Vergleich 
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zu den monofunktionalisierten Vesikeln ohne Biotinderivat. So wurden für diese Liposom-
Typen jeweils IC50-Werte von 4 nM oder 116 nM bestimmt (Tabelle 7). Auch in diesem 
Falle haben sich die Lipidformulierungen mit Inhibitor 10, ausgestattet mit Adoa-Spacer, als 
deutlich wirksamer erwiesen als die entsprechenden Analoga mit Inhibitor 12 ohne Spacer. 
Die monofunktionalisierten DPPC/CH/37 oder DPPC/CH/45-Formulierungen enthalten den 
zweiten Inhibitor-Typ mit D-Cycloheylalanin in P3-Position. Daher sind diese Liposomen 
weniger spezifisch und hemmen neben Thrombin auch noch den Faktor Xa, wenn auch  
deutlich schwächer (Tabelle 7). Die zusätzliche FXa-Hemmung kann möglicherweise die 
Wirksamkeit dieser Liposomen erhöhen. Die DPPC/CH/45-Formulierungen, welche die 
Verbindung mit dem aliphatischen P4-Sulfonylrest Taurin enthalten, sind ungefähr dreifach  
weniger wirksame Thrombinhemmstoffe im Vergleich zu denjenigen DPPC/CH/37  
Liposomen mit dem Inhibitor, der einen aromatischen P4-Sulfonylrest besitzt.  
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Abbildung 19. Hemmung der thrombinkatalysierten Spaltung des fluorogenen Substrats Tos-Gly-Pro-Arg-
AMC (10,9 µM) durch verschiedene Liposomen (DPPC/CH/10 (), DPPC/CH/12 (), DPPC/CH/10/21 () 
und DPPC/CH/12/21 ()). Die Inhibitorkonzentration auf der X-Achse bezieht sich auf die für die Liposo-
menherstellung verwendete Gesamtmenge der Inhibitoren, wobei angenommen wurde, dass die Inhibitoren 
vollständig in die äußere Liposomenmembran eingebaut wurden. 
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Abbildung 20. Hemmung der thrombinkatalysierten Spaltung des fluorogenen Substrats Tos-Gly-Pro-Arg-
AMC (10,9 µM) durch die monofunktionalisierten Liposomen: DPPC/CH/37 () und  DPPC/CH/45 (). 
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Abbildung 21. Hemmung der FXa-katalysierten Spaltung des fluorogenen Substrats Mes-D-Arg-Pro-Arg-
AMC (50 µM) durch die monofunktionalisierten Liposomen: DPPC/CH/37 () und DPPC/CH/45 (). 
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5.6 Gerinnungshemmung im Plasma  
Die gerinnungshemmenden Aktivitäten der freien Hemmstoffe 7, 9-12 und 17-18 sowie der 
mit verschiedenen Inhibitoren funktionalisierten Liposomen wurden mittels der aktivierten 
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) bestimmt. Die aPPT-Messung erlaubt, die Hemm- 
wirkung auf die intrinsische Gerinnungskaskade zu untersuchen (Abb. 22). Die ermittelten 
IC200-Werte der gerinnungshemmenden Liposomen sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Der 
IC200-Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, die eine Verdopplung der Gerinnungszeit auf 
200 % bewirkt. Hierbei wurde angenommen, dass die für die Herstellung der Liposomen 
eingesetzte Inhibitormenge komplett in die äußere Liposomenmembran eingebaut wurde.  
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Abbildung 22. Gerinnungshemmung freier Inhibitoren und ausgewählter Liposomen im aPTT-Test. Verwen-
dete Inhibitoren mit Lys in P3-Position (7 (), 9 (), 11 (), 10 (), 12 ()); mono-funktionalisierte Lipo-
somen (DPPC/CH/10 () und DPPC/CH/12 ()); bifunktionalisierte Liposomen (DPPC/CH/10/21 () und 
DPPC/CH/12/21 ()). Aus dem X-Wert der Schnittpunkte der gestrichelten Linie mit der jeweiligen Kurve 
kann der IC200-Wert bestimmt werden, der die Konzentration angibt, die eine Verdopplung der Gerinnungszeit 
im Vergleich zur Kontrolle ohne Inhibitor bewirkt. 
Die freien Inhibitoren 7 und 9 besitzen eine sehr starke gerinnungshemmende Wirkung mit 
IC200-Werten von 0,1 µM oder 0,12 µM. Eine leicht reduzierte Aktivität wurde für die  
palmitoylierten und biotinylierten Lys-Derivate 10 bzw. 11 bestimmt, wohingegen der  
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Inhibitor 12 ohne den Adoa-Spacer lediglich eine relativ schwache Hemmwirkung mit  
einem IC200-Wert von 5,29 µM besitzt.  
Die Lipidformulierungen, die den mit einem Ethylenglykol-Spacer ausgestatteten Inhibitor 
10 enthalten, weisen im Vergleich zu Liposomen mit dem Inhibitor 12 ohne Spacer deutlich 
stärkere Hemmaktivitäten auf. So wurden für Liposomen der Zusammensetzung 
DPPC/CH/10 und DPPC/CH/10/21 jeweils IC200-Werte von 1,61 µM und 2,16 µM ermittelt 
(Tabelle 7), während der IC200-Wert der DPPC/CH/12-Liposomen bei 7 µM liegt. Für die 
Liposomen mit den Typ II-Inhibitoren DPPC/CH/37 oder DPPC/CH/45 wurden jeweils 
IC200-Werte von 1,91 µM und 2,46 µM bestimmt (Tabelle 7). Auch in diesem Fall wurde 
eine Korrelation zwischen den Werten der Enzymkinetik und der Gerinnungsmessung im 
Plasma gefunden, obwohl die IC50-Werte deutlich über den Ki-Werten liegen. Während bei 
den enzymkintischen Messungen Thrombinkonzentrationen im picomolaren Bereich  
eingesetzt werden, liegt die Prothrombinkonzentration im Plasma bei ca. 1,4 µM. Allerdings 
ist hier zu betonen, dass das Prothrombin sicher nicht vollständig aktiviert wird. Da die  
Inhibitoren im Verhältnis 1:1 an Thrombin binden, liegen die IC200-Werte deutlich höher als 
die Ki-Werte. 
5.7 Neutralisierung der Thrombinhemmwirkung der DPPC/CH/10/21-
Liposomen durch Avidin 
Im Falle von Blutungskomplikationen ist es für Hemmstoffe der Blutgerinnung von großem 
Vorteil, wenn ein spezifisches Mittel zur Aufhebung der gerinnungshemmenden Wirkung 
zur Verfügung steht. Ein Beispiel hierfür ist Idarucizumab, ein monoklonaler Antikörper, 
der ein spezifisches Dabigatran-Antidot darstellt und der Ende des Jahres 2015 seine  
Zulassung erhielt. In früheren Arbeiten berichteten Olson und Kollegen über den chimären 
und neutralisierbaren Gerinnungshemmstoff EP217609 [181], bei dem die trifunktionelle  
Aminosäure Lysin ausgehend von ihrer α-Aminogruppe über einen -Aminobuttersäurerest 
mit der Asp-Seitenkette des direkten Thrombininhibitors CRC220 verknüpft ist. C-terminal 
wurde an das Lysin über einen Ethylenglykol-Spacer ein synthetisches Pentasaccharid  
gekoppelt, das vom Idraparinux abgeleitet wurde und das die FXa-Hemmung durch den  
körpereigenen Hemmstoff Antithrombin verstärkt und seine Halbwertszeit verlängert. Als 
dual wirksames Antikoagulanz ist EP217609 in der Lage, sowohl Thrombin als auch indirekt 
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die FXa-Aktivität zu hemmen; dieses Wirkstoffkonstrukt zeigte im Tiermodell eine starke, 
lang anhaltende gerinnungshemmende Aktivität mit einer vorhersagbaren Pharmakokinetik. 
Darüber hinaus wurde an der Lysin-Seitenkette ein Biotinrest gekoppelt, welcher eine  
Neutralisierung der gerinnungshemmenden Aktivität des Wirkstoffs durch Zugabe von  
Avidin (Antidot) ermöglicht. So konnte die gerinnungshemmende Aktivität beider Kopf-
gruppen dieser Verbindung durch Zugabe von Avidin um den Faktor 20-100 abgeschwächt 
werden. In Anlehnung an diese Ergebnisse wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation 
versucht, ein generelles Antidot-Prinzip für wirkstoffbeladene Liposomen zu entwickeln. 
Für diesen Zweck wurden bifunktionalisierte Liposomen hergestellt, die neben den Inhibi-
toren 10 oder 12 auch das Biotinderivat 21 auf ihrer Oberfläche aufweisen (Abschnitt 5.3). 
Die freien biotinylierten Inhibitoren 11 und 19 wurden für diese Untersuchung als Referenz-
verbindungen eingesetzt.  
Um die Neutralisierbarkeit der gerinnungshemmenden Aktivität zu untersuchen, wurde  
zuerst die Konzentration der Inhibitoren 11, 19 oder der DPPC/CH/10/21-Liposomen  
bestimmt, welche  die Thrombinrestaktivität im enzymkinetischen Assay auf etwa 10 %  
reduziert. Diese zuvor ermittelten Konzentrationen wurden in den Messungen mit Avidin 
eingesetzt. Hierbei wurde Avidin zum Messansatz zugesetzt, welcher die jeweiligen Inhibi-
toren oder bifunktionalisierten Liposomen in zuvor ermittelten Konzentrationen enthält.  
Anschließend wurde die durch die Avidinzugabe bewirkte Reduktion der Thrombin- 
hemmung als Anstieg der Thrombinrestaktivität gemessen (Abschnitt 7.5 im Methodenteil). 
Die Zugabe von Avidin zu den DPPC/CH/10/21-Liposomen, welche die Verbindung 21 nur 
in geringen Mengen enthielten (10 Mol %, bezogen auf den Inhibitor 10), führte nur zu einer 
geringfügigen Absenkung der Thrombinhemmwirkung; die Restaktivität wurde hierbei  
lediglich um ca. 5 % auf ca. 15 % erhöht (Abb. 23). Daraufhin wurden zusätzliche Lipid- 
formulierungen DPPC/CH/10/21 hergestellt, welche das Biotinderivat 21 in höheren  
Konzentrationen (20, 50 und 100 %, bezogen auf den Inhibitor 10) enthielten. Jedoch wurde 
auch mit diesen Liposomen nur eine geringfügig stärkere Absenkung der Hemmwirkung bei  
Zugabe von Avidin erreicht (Erhöhung auf ca. 20 % Restaktivität bei 20 % Verbindung 21 
im Vergleich zu Inhibitor 10; Erhöhung auf ca. 25 % Restaktivität bei 50 % Verbindung 21 
im Vergleich zu Inhibitor 10 und Erhöhung auf ca. 35 % Restaktivität bei gleichen Konzen- 
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trationen an Verbindung 21 und 10). Zusammenfassend ist festzuhalten, dass hier mit den 
verwendeten bifunktionalisierten Liposomen nur eine geringe Antidotwirkung des Avidins 
nachweisbar war. Die Ursache hierfür könnte in der Instabilität des Liposom-Inhibitor- 
Biotinderivat-Konstruktes liegen. Eine starke Absenkung der Hemmwirkung wurde für die 
freien biotinylierten Inhibitoren 11 und 19 ermittelt (Erhöhung der Restaktivität auf  
ca. 60-70 %). Wie erwartet, blieb die Aktivität der DPPC/CH/10-Liposomen ohne das  
Biotinderivat 21 (Kontrolle) durch Avidinzugabe unbeeinflusst.  
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Abbildung 23. Absenkung der Thrombinhemmwirkung durch Zugabe von Avidin. Zugabe von Avidinlös-
ungen verschiedener Konzentrationen zu freien biotinylierten Inhibitoren 11 () und 19 () sowie zu mono-
funktionalisierten DPPC/CH/10-Liposomen () und bifunktionalisierten DPPC/CH/10/21-Liposomen,  
welche die Verbindung 21 bezogen auf den Inhibitor 10 in verschiedenen Konzentrationen enthalten: Die  
Konzentration der Verbindung 21 (in Molprozent) bezogen auf Inhibitor 10 betrug (10 % (), 20 % (),  
50 % () und 100 % (). Die Messungen wurden mit dem fluorogenen Substrat Tos-Gly-Pro-Arg-AMC  
(11 µM) in Anwesenheit von 15 pM Thrombin durchgeführt. 
5.8 SPR-Bindungsstudien  
Oberflächenplasmonenresonanspektroskopie (SPR) erlaubt die markierungsfreie Bestimm-
ung kinetischer und thermodynamischer Interaktionseigenschaften zwischen zwei Bidungs-
partnern. Bei diesem optischen Detektionsverfahren wird ein Bindungspartner (Erkennungs-
struktur) auf einer dünnen Goldschicht immobilisiert. Die Bindung eines zweiten Inter- 
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aktionspartners (Analyt) an den immobilisierten Molekülen führt zu einer Änderung des 
Brechungsindexes, da die Oberfläche optisch dichter wird [182, 183]. Die Änderung des 
Berechungsindexes ist von der Beladung der Goldoberfläche mit Biomolekülen abhängig 
und wird daher zur zeitaufgelösten Untersuchung und Darstellung von Bindungsvorgängen 
verwendet. Das Messprinzip beruht auf der Anregung von Elektronenschwingungen auf der 
Goldschicht durch einfallendes Anregungslicht. Das Licht wird unter dem Winkel θ total 
reflektiert. Bei einem bestimmten Einfallswinkel nahe θ (Resonanz-winkel) kommt es beim 
reflektierten Licht zu einem Intensitätsabfall. Dieser Winkel hängt vom Brechungsindex des 
Systems und somit von der Belegung der Grenzschicht Gold/Medium ab. Für die Kinetik-
messung wird der Einfallswinkel α nicht variiert, sondern auf einen bestimmten Winkel  
fixiert und die Veränderung der Intensität des reflektierten Lichtes gemessen. Die Änderung 
des SPR-Signals wird in refractive index unit (RIU) als Funktion der Zeit (t) aufgetragen.  
SPR-Studien mit DPPC/CH/10/21 Liposomen und dem biotinylierten Inhibitor 11 
Die SPR-Bindungsstudien wurden von Dr. Doru Vornicescu in der Arbeitsgruppe von Prof. 
Michael Keusgen (Philipps-Universität Marburg) sowohl mit den bifunktionalisierten 
DPPC/CH/10/21-Liposomen als auch mit dem freien biotinylierten Inhibitor 11 durch- 
geführt. Die Untersuchungen mit den DPPC/CH/10/21-Liposomen sollten bestätigen, dass 
die Inhibitoren ebenso wie das Biotinderivat 21 zumindest teilweise, wie gewünscht, auf der 
Oberfläche der Liposomen lokalisiert sind. Das verwendete Fusionsprotein Concanavalin 
A-Streptavidin (Con A-SA) [184] wurde freundlicherweise von Dr. Nina Dassinger zur  
Verfügung gestellt. Der Versuchsaufbau wird anhand der biotinylierten Verbindung 11 in 
Abb. 24 veranschaulicht. 
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Abbildung 24. Schematischer Aufbau des SPR-Experiments mit dem Inhibitor 11. 
Im ersten Schritt der Untersuchung wurde das Polysaccharid Mannan adsorptiv auf eine 
Goldoberfläche aufgebracht. Als nächstes wurde das Fusionsprotein Concanavalin A Strep-
tavidin (Con A–SA) über seinen zuckerbindenen „Concanavalin A-Anteil“ an Mannan  
gebunden. Anschließend erfolgte die Bindung des biotinylierten Inhibitors 11 oder der  
bifunktionalisierten Liposomen (DPPC/CH/10/21) an das Streptavidin des Fusionsproteins. 
Im letzten Schritt wurde dann Thrombin an den Inhibitor 11 oder an den in der äußeren 
Liposomenmembran eingebauten Hemmstoff 10 gebunden. Die erhaltenen Sensogramme 
sind in Abb. 25 und 26 dargestellt.  
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Abbildung 25. Sensogramme der SPR-Bindungsstudien. DPPC/CH (magenta); DPPC/CH/21 (blau); 
DPPC/CH/21/10 (rot). Als Blockierer wurde „SmartBlock“ von der Firma CANDOR verwendet. Die Block-
ierung ist notwendig, um die freien Bindungsstellen auf der jeweiligen Oberfläche abzusättigen; dadurch  
werden bei den nachfolgenden Arbeitsschritten unspezifische Bindungen an die Oberfläche verhindert. 
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Abbildung 26. Sensogramme der SPR-Bindungsstudien mit dem biotinylierten Inhibitor 11. Rot, ohne das 
Fusionsprotein Con-A-SA; Schwarz, mit Fusionsprotein. In Abwesenheit des Fusionsproteins ist keine  
Bindung des Inhibitors möglich. 
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Als Kontrolle wurden reine DPPC/CH Liposomen eingesetzt, welche nicht in der Lage sind 
an Streptavidin zu binden, da sie keine Biotinreste auf ihrer Oberfläche besitzen (Abb. 25). 
Als weitere Kontrolle wurden DPPC/CH/21 Liposomen mit dem palmitoylierten Biotin- 
derivat 21 untersucht. Diese sollten an Streptavidin immobilisiert werden können, jedoch 
sollten sie kein Thrombin binden, da hier der Thrombinihibitor fehlt. Unerwartet kam es in 
diesem Fall zu einer geringen unspezifischen Thrombinbindung, deren Ursache unbekannt 
ist. Da die DPPC/CH/21 Liposomen ein leicht negatives Zetapotential (-6.59 mV) besitzen, 
ist eine solche unspezifische elektrostatische Bindung des Thrombins über seine beiden  
positiv geladenen Anionen-Bindungsstellen denkbar. 
Es ist bekannt, dass die Bindung von Liganden, wie dem C-terminalem Hirudin-Fragment 
(Reste 53-65) nur an diese Anionen-Bindungsseite (ABE-I) keinen hemmenden Einfluss auf 
die Enzymaktivität besitzt, wenn man kleine Fluoreszenssubstrate für Messungen nutzt.  
Interessanterweise bewirkt diese Exosite-Bindung eine Reduktion des KM-Wertes kleiner 
tripeptidischer p-Nitroanilin-Substrate, während kcat weitestgehend konstant bleibt [185]. Da 
das aktive Zentrum des Thrombins relativ weit von der Heparin-Bindungsstelle (ABE-II) 
entfernt ist, sollte auch eine Blockade dieser positiv geladenen Region, z.B. durch Bindung 
von schwach negativ geladenen Liposomen, die Aktivität des Thrombins gegenüber  
kleineren chromogenen oder fluorogenen Substraten kaum beeinflussen. Dies könnte  
erklären, dass keine Hemmung des Thrombins feststellbar war, wenn blanke DPPC/CH oder 
DPPC/CH/21-Liposomen (ohne den Thrombininhibitor) zu einem enzymkinetischen 
Messansatz zugesetzt wurden. Dagegen würde eine Blockierung der ABE-I des Thrombins 
zu einer Gerinnunghemmung führen. Diese Exosite muss für die Bindung des Fibrinogens 
sowie für die korrekte Erkennung und die anschließende Spaltung im aktiven Zentrum des 
Thrombins verfügbar sein. Jedoch zeigten die verwendeten Liposomen keinerlei Gerinnugs-
hemmung im aPTT-Test im Plasma; dies deutet darauf hin, dass zwischen diesen leicht  
negativen Lipidformulierungen und dem am Ende der Gerinnungskaskade generierten 
Thrombin keine unspezifischen Wechselwirkungen bestehen. Allerdings ist anzumerken, 
dass eine gerinnungsaktivierende Wirkung dieser Liposomen möglich ist, weil die intrin- 
sische Gerinnungskaskade durch eine negativ geladene Oberfläche aktiviert wird.  
Die bifunktionalisierten DPPC/CH/10/21 Liposomen wurden, wie erwartet, über ihren  
Biotinrest (Verbindung 21) an das Streptavidin des Fusionsproteins und über ihren Inhibitor- 
anteil an Thrombin gebunden (Abb. 25). Dieses Ergebnis beweist, dass der Inhibitor sowie 
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auch das Biotinderivat zumindest teilweise auf der Oberfläche der Liposomen in korrekter 
Orientierung präsentiert werden. Die Durchführung der SPR-Bindungstudien mit dem  
Inhibitor 11 erfolgte analog der bifunktionalisierten Liposomen. Ein Kontrollexperiment in 
Abwesenheit des Fusionsproteins zeigte, dass weder der biotinylierte Inhibitor noch das 
Thrombin unspezifisch an das auf der Sensoroberfläche immobilisierte Mannan gebunden 
wurden (Abb. 26). Die Bindung des Inhibitors war nur dann möglich, wenn zuvor das  
Fusionsproteins Con-A-SA immobilisiert wurde. In Anwesenheit des Fusionsproteins kam 
es zu einer signifikanten Bindung des biotinylierten Hemmstoffs 11, an dem wiederum 
Thrombin gebunden wurde (vgl. Abb. 26).  
5.9 Kovalente Oberflächenfunktionalisierung 
Die Lysin-Verbindung 9 mit freier Aminogruppe am Ethylenglykol-Spacer wurde mittels 
eines Silanisierungsverfahrens kovalent an einen Glasträger gebunden. Die Silanisierung ist 
ein bekanntes Verfahren zur Modifizierung von anorganischen, hydroxylgruppenhaltigen 
Oberflächen wie Glas [186]. In der Regel werden Chlor- und Alkoxysilane eingesetzt,  
welche unter Abspaltung von Salzsäure bzw. des entsprechenden Alkohols mit den Hydro-
xylgruppen der Oberfläche reagieren und Silylether bilden. Die Mechanismen wurden  
in früheren Arbeiten von van der Voort et al. eingehend untersucht [186]. In dieser Arbeit 
wurde das kommerziell erhältliche 3-Aminopropyl-triethoxysilan (APTMS) als Silanisie-
rungsreagenz verwendet, um Glasträger mit Aminofunktionen auszustatten. Anschließend 
wurde Inhibitor 9 mit seinen primären Aminogruppen über Cyanurchlorid an Glasoberflä-
chen geknüpft. Die Durchführung des Experiments ist im Abschnitt 7.8 beschrieben.  
Die beschichteten Glasträger wurden auf ihre Thrombinhemmwirkung mit einem  
enzymkinetischen Messansatz untersucht. In Abb. 27 sind die bestimmten Restaktivitäten 
des Thrombins als Funktion der Masse der beschichteten Gläser dargestellt. Die Ergebnisse  
zeigen, dass die hergestellten Glasoberflächen eine Thrombinhemmung bewirken, welche 
mit zunehmender Masse der eingesetzten Gläser stärker wird. Offensichtlich ist der  
verwendete Adoa-Linker lang genug, um den erforderlichen Abstand zwischen Trägerober-
fläche und dem Inhibitorkopf zu gewährleisten, so dass Thrombin gebunden werden kann. 
Verbindungen wie Inhibitor 9 könnten daher zur kovalenten gerinnungshemmenden  
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Modifizierung artifizieller Oberflächen, wie künstlicher Herzklappen oder Dialysator- 
membranen, eingesetzt werden. 
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Abbildung 27. Thrombinhemmung der mit dem Inhibitor 9 kovalent beschichteten Gläser. Als Referenz 
wurde 1,25 g unbeschichtetes Glas verwendet, das wie erwartet keine Thrombinhemmwirkung zeigte. 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Das therapeutische Potential vieler peptidischer Wirkstoffe ist auf Grund des proteolytischen 
Abbaus durch körpereigene Proteasen sowie durch rasche renale Eliminierung limitiert.  
Daher existieren im Vergleich zu den niedermolekularen Wirkstoffen nur relativ wenige für 
den klinischen Einsatz zugelassene Peptide und Peptidderivate. Jedoch gibt es zahlreiche 
Strategien, um die proteolytische Stabilität von peptidischen Wirkstoffen zu erhöhen und 
gleichzeitig deren Eliminierungsgeschwindigkeit zu reduzieren. Zu diesen Strategien  
gehören  N- und C-terminale Modifizierungen der Peptide, der Einbau von D-konfigurierten 
oder von anderen ungewöhnlichen Aminosäuren sowie der Austausch von Aminosäuren an 
bevorzugten Spaltstellen.Weitere in der Praxis häufig verwendete Maßnahmen sind die  
Zyklisierung von Peptiden oder oft auch die Fusion dieser Moleküle mit langlebigen  
Plasmaproteinen oder Polymeren. Infolgedessen hat sich die Anzahl zugelassener Peptid-
wirkstoffe in den letzten Jahren etwas erhöht.  
Die optimale Strategie zur Halbwertszeitverlängerung von peptidischen Wirkstoffen, die zu 
schnell renal eliminiert werden, ist bis jetzt noch nicht gefunden. Jedoch sollte solch eine 
Methode einfach und kostengünstig sein. Eine weitere äußerst wichtige Anforderung ist, 
dass die Aktivität des Wirkstoffs durch die anzuwendende Methode nicht signifikant  
beeinträchtigt werden darf.  
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte am Beispiel hochwirksamer Thrombin- 
inhibitoren eine neue, gut zu handhabende Strategie zur Oligomerisierung von Wirkstoffen  
entwickelt werden. Ein damit verbundenes Ziel war eine Molekulargewichtsvergrößerung, 
die durch den Einbau der Wirkstoffe in die äußere Liposomenmembran erreicht werden 
sollte. Die Vergrößerung des hydrodynamischen Radius der Wirkstoffe sollte zu einer  
deutlichen Einschränkung der renalen Filtration führen. Für diesen Zweck wurden zwei  
Typen von Inhibitoren hergestellt und mit Fettsäureresten modifiziert. Die Typ-I-Inhibitoren 
mit L-Aminosäuren in P3-Position hemmen Thrombin sehr spezifisch mit Hemmkonstanten 
im niedrigen nanomolaren Bereich. Allerdings besitzen diese Inhibitoren kaum Wirkung auf 
andere trypsinartige Serinproteasen wie auf den Gerinnungsfaktor FXa sowie auf die  
fibrinolytischen Proteasen Plasmin oder Urokinase; in allen Fällen liegen die Ki-Werte über  
1 µM. Der zweite Typ von Inhibitoren mit D-Cyclohexylalanin in P3-Position ist weniger 
spezifisch und hemmt neben Thrombin, wenn auch deutlich schwächer, ebenfalls FXa. Die 
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Kopplung des Fettsäurerestes erfolgte bei den Typ-I-Inhibitoren an den Seitenketten der  
P3-Reste, während die Typ-II-Inhibitoren an ihren Sulfonylgruppen in P4-Position modifi-
ziert wurden. Diese Modifizierungen beeinflussten die Thrombinhemmwirkungen kaum.  
Dadurch gelang es mit beiden Inhibitortypen, stark wirksame Thrombininhibitoren mit 
Hemmkonstanten im subnanomolaren Bereich zu erhalten.  
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Udo Bakowsky wurden die palmitoy-
lierten Inhibitoren 10, 12, 37 und 45 in die DPPC/CH-Liposomen eingebaut. Diese Liposo-
men zeigen eine starke Thrombinhemmwirkung in enzymkinetischen Messungen mit einem 
fluorogenen Substrat und sind auch in einem Plasmagerinnungstest wirksam. Im Vergleich 
zu den Liposomen, die den Inhibitor 10 mit einem Ethylenglykol-Spacer enthalten, wurde 
für die Lipidvesikel mit dem verkürzten Inhibitor 12 ohne Spacer eine um den Faktor  
Hundert reduzierte Hemmwirkung ermittelt. Dies unterstreicht die Notwendigkeit eines  
ausreichend langen und flexiblen Spacers zwischen dem Inhibitorkopf und der Liposomen-
oberfläche. Es ist davon auszugehen, dass in Gegenwart des Spacers der Inhibitor besser für 
Thrombin zugänglich wird und dass sich dadurch eine Reduktion der Hemmwirkung durch 
sterische Effekte vermeiden lässt. Darüber hinaus sollte durch einen langen, flexiblen Spacer 
die Bindung mehrerer Thrombinmoleküle an ein Liposom begünstigt werden, was wiederum 
zu einer stärkeren Hemmwirkung führen sollte.  
Im Falle von Komplikationen bei der medikamentösen Behandlung ist es von großem  
Vorteil, wenn ein spezifisches Mittel zur Aufhebung der jeweiligen unerwünschten Wirkung 
zur Verfügung steht. Erst kürzlich, im Jahr 2015, erhielt Idarucizumab, ein monoklonaler  
Antikörper, die Zulassung als ein spezifisches Dabigatran-Antidot, das zur Normalisierung 
der Gerinnung bei Blutungskomplikationen oder vor Notfalleingriffen verwendet werden 
kann. Für die oralen FXa-Hemmstoffe wird derzeit ein inaktiviertes FX-Analogon in der  
klinischen Phase III geprüft.  
In dieser Arbeit sollte ein generelles Antidot-Prinzip für Liposomen entwickelt werden.  
Für diesen Zweck wurden zusätzlich zu den monofunktionalisierten Lipidvesikeln auch  
bifunktionalisierte Liposomen hergestellt, in deren äußere Lipidmembran, neben den  
Inhibitoren 10 oder dem Inhibitor 12, auch das Biotinderivat 21 eingebaut wurde. Das  
zusätzlich eingebaute Biotinderivat sollte zum einen eine Neutralisierung der gerinnungs-
hemmenden Wirkung der Liposomen mittels Avidin ermöglichen und zum anderen auch 
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eine komfortable Möglichkeit bieten, um die Liposomen an Oberflächen für SPR-Messun-
gen zu binden. Die präparierten bifunktionalisierten Lipidformulierungen der Zusammen-
setzungen DPPC/CH/10/21 und DPPC/CH/12/21 besitzen marginal reduzierte Thrombin-
hemmwirkungen im Vergleich zu den analogen monofunktionalisierten Liposomen ohne 
Biotinderivat. Auch bei den bifunktionalisierten Liposomen wurde eine stärkere Wirksam-
keit festgestellt, wenn diese mit dem längeren Inhibitor 10 – anstelle des Inhibitors 12 ohne 
Spacer – modifiziert wurden.  
Die Avidin-basierten Neutralisationsstudien wurden sowohl mit den freien biotinylierten 
Referenzinhibitoren 11 und 19 als auch mit den bifunktionalisierten Liposomen durch- 
geführt. Für die freien Inhibitoren 11 und 19 wurde eine stärkere Neutralisierung der  
gerinnungshemmenden Wirkung durch Avidin ermittelt (Erhöhung der Thrombinrest- 
aktivität von 10 % auf ca. 60-70 %). Demgegenüber zeigte die Zugabe von Avidin zu den 
DPPC/CH/10/21-Liposomen nur einen marginalen Effekt, die Thrombinhemmwirkung ließ 
sich nur geringfügig reduzieren. Auch die Erhöhung der Konzentration der biotinylierten 
Verbindung 21 – von 10 Mol % auf 100 Mol %,  bezogen auf den Inhibitor 10 – führte nur 
zu einer leicht  stärkeren Abschwächung der Thrombinhemmung durch Avidin. Möglicher-
weise wäre im Hinblick auf eine bessere Antidotwirkung ein noch längerer Spacer zwischen 
dem Biotin und dem Fettsäurerest erforderlich. Eventuell war der eingesetzte Tota-Spacer 
(Verbindung 21, Kettenlänge von 15 Atomen) zu kurz.  
Die Inhibitoren 9, 17, 28 und 44 mit terminaler Aminogruppe können für eine kovalente 
Oberflächenmodifizierung genutzt werden, um gerinnungshemmende Materialeigenschaf-
ten zu generieren. Als „proof of principle“ wurde der Inhibitor 9 kovalent mit einem Glaträ-
ger verknüpft, und die Thrombinhemmwirkung dieses Trägers wurde in einem enzymkine-
tischen Ansatz untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse demonstrieren, dass das beschichtetes 
Glas thrombinhemmende Eigenschaften besitzt und daher auch zur Gerinnungshemmung 
dienen kann. Daher könnten solche Inhibitoren mit terminaler Aminogruppe für eine kova-
lente gerinnungshemmende Modifizierung von artifiziellen Oberflächen, wie etwa von 
künstlichen Herzklappen oder von Dialysatormembranen, geeignet sein. 
Zusammenfassend ist hier festzuhalten, dass es im Rahmen dieser Dissertation gelungen  
ist, hochwirksame Thrombininhibitoren mit Palmitinsäure-, Biotin- und bifunktionellen 
Ethylenglykol-Resten zu modifizieren, wobei die Hemmwirkung nahezu erhalten blieb.  
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Die freien biotinylierten Inhibitoren eignen sich zur Untersuchung von Rezeptor-Ligand- 
Wechselwirkungen, beispielsweise mittels SPR-Messungen. Außerdem wurde unter  
Verwendung der palmitoylierten Thrombininhibitoren eine komfortable und effiziente nicht-
kovalente Konjugationsmethode in Liposomenform entwickelt. Die erhaltenen Liposomen 
besitzen starke gerinnungshemmende Eigenschaften; durch den Einbau der palmitoylierten 
Inhibitoren in die DPPC/CH-Liposomen blieb die Hemmwirkung der Inhibitoren weitestge-
hend erhalten. Obwohl die Wirkung dieser Konjugate in vivo noch nicht gezeigt werden 
konnte, ist anzunehmen, dass der Konjugationsprozess eine verlängerte Verweildauer der 
Inhibitoren in der Zirkulation zur Folge haben dürfte. Die Stabilität der in dieser Arbeit  
verwendeten konventionellen DPPC/CH-Liposomen im Blut sollte sich durch Zusatz  
geringer Mengen an PL-PEG-Konjugaten, wie beispielsweise 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanol-amine-N-[maleimide(polyethylene glycol)-2000], noch weiter erhöhen  
lassen. Es ist allgemein bekannt, dass Lipidformulierungen, die pegylierte Phospholipide als 
Membrankomponenten enthalten, vor rascher Opsonierung und vor einer damit verbundenen 
Phagozytose deutlich geschützt sind. Mit stabileren Liposomen und unter Einsatz längerer 
Spacer zwischen dem Biotin und dem Fettsäurerest könnte möglicherweise auch die  
Neutralisierung der Thrombinhemmwirkung der bifunktionellen Liposomen mittels Avidin 
optimiert werden.  
Die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden, insbesondere die Multimerisierung, lassen 
sich auch auf andere Wirkstoffe übertragen. Voraussetzung dafür ist allerdings, dass sich die 
betreffenden Wirkstoffe ohne Aktivitätsverluste über einen geeignenten flexiblen Spacer mit 
Fettsäureresten modifizieren lassen. Durch die infolge der Multimerisierung erzielte  
Vergrößerung des Molekulargewichtes der Wirkstoffe lässt sich die jeweilige renale  
Eliminierungsgeschwindigkeit wesentlich reduzieren. Folglich müssen diese Wirkstoffe  
weniger häufig verabreicht werden, um den erforderlichen Wirkstoffspiegel am Wirkort zu 
gewährleisten. Hierdurch ergeben sich in der Praxis relevante Vorteile wie geringere  
Toxizität sowie effizientere Kosten-Nutzen-Relationen. 
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7 Experimenteller Teil  
7.1 Materialien und Methoden  
7.1.1 Verwendete Materialien 
Die verwendeten Lösungsmittel wurden kommerziell in der Reinheit p.a. (per analysi) oder 
HPLC-grade von den Firmen Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Roth, Bachem oder Merck  
erworben oder nach den üblichen Standardverfahren gereinigt. Trockene Lösungsmittel  
wurden durch Lagerung über geeignetem Molsieb oder im Falle von THF durch Lagerung 
und Destillation über Natrium erhalten. Für die analytische und präparative HPLC wurde  
Acetonitril der Firma VWR (HiPerSolv CHROMANORM) sowie Reinstwasser eingesetzt. 
Wässrige Lösungen von Säuren, Basen oder Salzen wurden mit demineralisiertem Wasser 
hergestellt. Zur Herstellung von Reinstwasser wurde eine Anlage NOWApure select der 
Firma KSN Wassertechnik (Nistertal, Deutschland) verwendet. Standardchemikalien und 
Aminosäurederivate sowie Kopplungsreagenzien wurden von den Firmen Acros, Sigma-
Aldrich, Fluka, VWR, Orpegen Calbiochem, Alfa Aesar, Iris Biotech und Roth bezogen. 
Die als Spacer eingesetzten Verbindungen 1-(Boc-amino)-4,7,10-trioxa-13-tridecanamin 
(Boc-Tota-H) und 8-(Cbz-amino)-3,6-dioxa-octanoic acid (Cbz-Adoa-OH  DCHA)  
wurden von der Firma Iris Biotech GmbH (Marktredwitz, Deutschland) gekauft. Als  
Katalysator für Hydrierungsreaktionen wurde 10 % Pd auf Aktivkohle verwendet. Das für 
die Dünnschichtchromatographie der Biotinderivate eingesetzte Anfärbereagenz p-Dime-
thylaminozimtaldehyd wurde kommerziell von Sigma-Aldrich bezogen.  
7.1.2 Dünnschichtchromatographie 
Für die Dünnschichtchromatographie wurden Kieselgel-Fertigplatten der Firma Merck 
(Darmstadt, Deutschland) mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60, F254, Trägermaterial:  
Aluminiumfolie) verwendet. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus DCM und MeOH.  
Für die Anfärbung der biotinylierten Verbindungen wurde 2%-ige (w/v) p-Dimethylamino-
zimtaldehyd in schwefelsaurer Ethanollösung (2 % konz. H2SO4 in EtOH) eingesetzt. Nach 
beedeter DC-Trennung wurde das Produkt durch Sprühen und anschließendem Erhitzen als 
gelber Spot detektiert. Die intensive Gelbfärbung mit Absorbtionsmaximum bei 533 nm 
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wird durch eine Reaktion zwischen den sterisch wenig gehinderten N-1 des Biotins und dem 
p-Dimethylaminozimtaldehyds in Gegenwart von Schwefelsäure hervorgerufen [187, 188]. 
Die Verbindungen mit aromatischen Gruppen wurden durch UV-Absorbtion mit einer  
Desaga HP-UVIS (Desaga GmbH, Wiesloch, Deutschland) bei λ = 254 nm detektiert.  
7.1.3 Präparative Säulenchromatographie 
Als Säulenmaterial für die präparative Säulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (230-400 
mesh ASTM) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. Die verwendeten  
Lösungsmittelgemische sind bei den entsprechenden Synthesen angegeben.  
7.1.4 HPLC und Lyophilisierung 
Als Eluent diente ein Laufmittelgemisch aus H2O (Laufmittel A) und Acetonitril (Laufmittel 
B) mit jeweils 0,1 % (v/v) TFA. Die UV-Detektion erfolgte bei den Wellenlängen 220 und 
254 nm. Die Flussraten betrugen 1 mL/min (analytisch) und 20 mL/min (präparativ). Zur 
Charakterisierung der Verbindungen wurde die Acetonitrilkonzentration, bei der die  
betreffende Verbindung eluierte, als % B angegeben. 
Analytische HPLC 
Für die Reaktionskontrolle und zur Charakterisierung von Zwischen- und Endprodukten 
wurden analytischen HPLC-Messungen auf einer Anlage LC-10A der Firma Shimadzu 
durchgeführt. Die Anlage bestand  aus den Teilsystemen CTO-10A Säulenofen, DGU-14A 
Degaser, SIL-10Axl Autoinjektor, 2  LC-10ATvP-Pumpen, SCL-10AvP System Control-
ler und einem SPD-M10AvP Dioden-Array-Detektor. Für die Analysen wurde eine  
analytische HPLC-Säule (Nucleodur C18, 5 µm, 100 Å, 4,6250 mm, Macherey-Nagel,  
Düren, Germany) verwendet. Die Trennungen erfolgten mit einem linearen Gradienten, bei 
dem die Konzentration des Fließmittels B um 1 % je Minute erhöht wurde. Entsprechend 
der Hydrophobizität der Verbindungen wurden verschiedene Startbedingungen gewählt. 
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Präparative HPLC 
Die Reinigung der Endverbindungen und einiger Intermediate erfolgte mittels einer Varian-
HPLC-Anlage, bestehend aus zwei Varian-PrepStar-Pumpen (Modell 218), einem ProStar-
Detektor (Modell 320), und einem Varian-Fraktionskollektor (Modell 701).  
Es wurden folgende Säulen mit den Abmessungen 32 x 250 mm verwendet: 
 Nucleodur 100-5 C8ec, 100 Å, der Firma Macherey-Nagel 
 Nucleosil 300-5 C18, 300 Å, der Firma Macherey-Nagel 
Alle präparativen HPLC-Läufe erfolgten mit einem lineareren Gradienten (Zunahme des 
Fließmittels B um ~ 0,5 % je Minute). Die jeweiligen Startbedingungen wurden an die Hyd-
rophobizität der Verbindungen angepasst. Bis auf das Biotinderivat 10 wurden alle  
finalen Verbindungen als TFA-Salze erhalten. 
7.1.5 Lyophilisierung 
Zur Gefriertrocknung wurden die synthetisierten Verbindungen in ca. 80 %igem tert-BuOH 
in Reinstwasser oder in Reinstwasser gelöst, eingefroren und mit einer Gefriertrocknungs-
anlage Alpha 2-4 LDplus (Christ, Osterode am Harz) lyophilisiert. 
7.1.6 NMR-Spektroskopie  
Die 1H- und 13C-Spektren wurden an einem Jeol-ECX-400 bei 400 bzw. 100 MHz oder mit 
einem Jeol-ECX500 bei 500 bzw. 126 MHz (Jeol Inc., Peabody, MA) aufgenommen; die 
chemische Verschiebung wurde in ppm angegeben. Die entsprechenden Spektren sind im 
Anhang gezeigt. 
7.1.7 Massenspektrometrie 
Die Massenspektren der synthetisierten Verbindungen wurden an einem QTrap 2000 ESI 
Massenspektrometer (Applied Biosystems, USA) aufgenommen.  
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7.2 Enzymkinetische Messungen  
Allgemeines  
Zur Ermittlung der Hemmkonstanten wurden folgende Puffer und Lösungen verwendet.  
 
 Inhibitor-Stammlösungen: Alle Stammlösungen wurden in DMSO hergestellt. 
 Enzymlagerpuffer (A): 0,025 M Natrium-Phosphat pH 6.5, mit 500 mg HSA/BSA  
je Liter. 
 Enzymverdünnungspuffer (B): 0,9-%ige NaCl-Lösung, die 0,1 % HSA oder BSA  
enthält.  
 Messpuffer (C): Tris-Puffer (50 mM Tris·HCl, 154 mM NaCl, pH 8,0). 
Die verwendeten trypsinartigen Serinproteasen und ihre Substrate sind in Tabelle 8  
aufgeführt. Die Konzentrationen im Messansatz sind in Klammern angegeben. Als Fluores-
zenzsubstrate wurden Tripeptidanaloga mit dem Fluorophor 7-Amino-4-methylcoumarin  
eingesetzt, die im Arbeitskreis synthetisiert wurden. Die Herstellung der Substratstamm- 
lösungen erfolgte in Reinstwasser. Bei Löslichkeitsproblemen in reinem Wasser wurde das 
Substrat in möglichst wenig DMSO gelöst und mit Wasser auf das gewünschte Volumen 
verdünnt. Von den Inhibitoren wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 1 mM 
oder 100 mM in DMSO hergestellt und mit Messpuffer (C) auf die gewünschte Konzentra-
tion weiterverdünnt. Für die Berechnung der Molekulargewichte wurde pro basische Gruppe 
ein Molekül TFA addiert.  
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Tabelle 8.  Verwendete Enzyme und Substrate. 
Enzymkonzentration[a] Substratkonzentration[a] 
-Thrombin vom Rind[b],1425 IE/mg 
81 pM (11,6 pM) 
Tos-Gly-Pro-Arg-AMC, KM = 4 µM 
70 µM (10 µM) 
35 µM (5 µM) 
17,5 µM (2,5 µM) 
humaner Faktor Xa (FXa), 200,35 IE/mg 
Enzyme Research South Bend, IN USA 
0,68 nM (100 pM) 
Mes-D-Arg-Pro-Arg-AMC, KM = 22 µM 
350 µM (50 µM) 
170 µM (25 µM) 
87,5 µM (12,5 µM) 
humane Urokinase (uPA), 500,000 IE/Flasche 
HS medac (Wedel, Deutschland) 
11,8 nM (1,68 nM) 
 
Tos-Gly-Pro-Arg-AMC, KM = 41 µM 
1 mM (142,85 µM) 
0,5 mM (71,42 µM) 
0,25 mM (35,71 µM 
humanes Plasmin, 29,78 U/mg 
Calbiochem (Darmstadt, Deutschland) 
2,47 nM (ca. 350 pM) 
Mes-D-Ser(Bzl)-Phe-Arg-AMC, KM = 25 µM 
0,35 mM (50 µM) 
0,175 mM (25 µM) 
0,0875 mM (12,5 µM) 
[a] Die Konzentrationen im Messansatz sind in Klammern angegeben. [b] von Walsmann hergestellt [189]. 
Bestimmung der Hemmkonstanten mit AMC-Substraten 
Die Bestimmung der Hemmkonstanten wurde in FluoroNunc F96 MaxiSorp-Platten (Nunc, 
Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenzplattenleser (Fluoroskan Ascent™, 
Thermo Fisher Scientific Inc.) durchgeführt. Die Messungen erfolgten bei einer Anregungs-
wellenlänge λex = 355 nm und einer Emissionswellenlänge λem = 460 nm. Alle Messungen 
wurden bei 25 °C in Tris-Puffer (C) mit einem Gesamtvolumen von 140 µL vorgenommen. 
Es wurden jeweils 100 μL Inhibitorlösung in Tris-Puffer und 20 μL Substratlösung gemischt 
und die Reaktion durch Zugabe von 20 μL Enzymlösung gestartet. Der Messansatz ist in 
Tabelle 9 wiedergegeben. Die Messungen erfolgten über einen Zeitraum von zehn Minuten. 
Auf jeder Mikrotiterplatte wurde neben den Inhibierungsmessungen auch die Aktivität des 
Enzyms in Abwesenheit des Inhibitors mit drei unterschiedlichen Substratkonzentrationen 
bestimmt. Die Ki-Werte wurden jeweils mit zwei verschiedenen Substrat- und vier unter-
schiedlichen Inhibitorkonzentrationen ermittelt. Die Hemmkonstanten wurden aus den  
ermittelten Steady-state-Geschwindigkeiten nach der Methode von Dixon [190] bestimmt. 
Die errechneten Ki-Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei Einzelbestimmungen. 
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Tabelle 9.  Messansatz zur Bestimmung der Hemmkonstanten mit AMC-Substraten. 
Volumen (μL) Reagenzien 
100 Inhibitor in Messpuffer gelöst  
20 Substrat in H2O gelöst 
20 Enzym in Enzymverdünnungspuffer gelöst 
140 Gesamtvolumen 
7.3 Bestimmung der IC50-Werte 
Die IC50-Werte der Thrombin- oder FXa-hemmwirkung der Liposomen wurden jeweils mit 
den Substraten Tos-Gly-Pro-Arg-AMC (11 µM im Ansatz) und Mes-D-Arg-Pro-Arg-AMC 
(50 µM in Ansatz) mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bestimmt. Die erhaltenen 
Steady-state-Geschwindigkeiten wurden an Gleichung 1 angepasst [191].  
Gleichung 1: Gleichung zur Bestimmung des IC50-Wertes (v: Geschwindigkeit der Enzymreaktion in Gegen-
wart des Inhibitors, v0: Geschwindigkeit der ungehemmten Enzymreaktion, I: Inhibitorkonzentration, IC50:  
Inhibitorkonzentration, die eine 50 %ige Hemmung bewirkt, s: Steigungsfaktor. Die Konzentrationen auf der 
X-Achse beziehen sich auf die für die Liposomenherstellung verwendete Gesamtinhibitorkonzentrationen  
unter der Annahme eines vollständigen Einbaus in den Liposomen und gleichmäßiger Verteilung auf einzelnen 
Liposomen.  
𝐺𝑙𝑒𝑖𝑐ℎ𝑢𝑛𝑔 1                  𝑣 =
𝑣0
1 + (
𝐼
𝐼𝐶50
)
𝑠                                                                           
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7.4 Gerinnungsmessungen in Plasma 
Verwendete Reagenzien und Lösungen: 
Für den Gerinnungstest wurde Plasma vom Deutschen Roten Kreuz (Frankfurt Niederrad) 
und ein aPTT-Kit der Firma Diagnostica Stago (C.K. Prest® 2, Cat. Nr. 00598) Düsseldorf, 
Deutschland) verwendet. Das Testkit bestand aus folgenden Reagenzien: 
 Reagenz 1: gepufferte Kaolinsuspension (Kaolin 5 mg/mL) 
 Reagenz 2: lyophilisiertes Cephalin (Phospholipid als Plättchenersatz) 
Die aPTT-Gerinnungsmessungen wurden in einem Thrombotrack 8 (Immuno GmbH,  
Heidelberg, Germany) mit folgenden Reagenzien durchgeführt:  
 Reagenz 3: Mischung aus Reagenz 1 und 2 (1:1, v/v) 
 Tris-Puffer (D): 50 mM Tris·HCl, pH 7,8, mit 0,1 M NaCl 
 Start-Lösung: 0,02 M CaCl2-Lösung 
 Plasma: (vorinkubiert auf 37 °C)  
100 µL Plasma, 100 µL Reagenz 3 und 80 µL Inhibitor in Tris-Puffer (C) wurden auf 37 °C 
für sechs Minuten inkubiert. Die Gerinnungsmessung wurde durch Zugabe der CaCl2- 
Lösung (100 µl, auf 37 °C vorinkubiert) gestartet. Die erhaltenen Gerinnungszeiten wurden 
als Funktion der Inhibitorkonzentration aufgetragen. Für die Ermittlung der normalen  
Gerinnungszeit (~ 25-35 Sekunden) in Abwesenheit des Hemmstoffs wurden 80 µL Tris-
Puffer anstelle der Inhibitorlösung verwendet. 
7.5 Neutralisierung der Thrombinhemmwirkung durch Avidin 
Die Versuche zur Neutralisierung der Thrombinhemmwirkung der freien Inhibitoren und der 
bifunktionalisierten Liposomen mittels Avidin erfolgten auf einer Mikrotiterplatte analog 
den Ki-Bestimmungen. Zuerst wurde die Inhibitor- bzw. Liposomenkonzentration ermittelt, 
die zu einer ca. 90 %igen Thrombinhemmung führt. Diese zuvor bestimmten Konzen- 
trationen wurden in den Messungen mit Avidin eingesetzt. In einen Messansatz wurden  
20 µL Substrat (11 µM im Messansatz, Tos-Gly-Pro-Arg-AMC), 50 µL Inhibitorlösung 
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bzw. Liposomenlösung und 50 µL Avidin pipettiert und die Messung durch Zugabe von  
20 µL Thrombin (15 pM im Messansatz) gestartet. Die Avidinkonzentration wurde im  
Bereich 0,055-3,6 µM im Ansatz variiert. Die bestimmten Restaktivitäten des Thrombins 
wurden als Funktion der Avidinkonzentration aufgetragen. 
7.6 Herstellung der antikoagulanten Liposomen 
Die Herstellung und physikochemische Charakterisierung der Liposomen wurde im  
Arbeitskreis von Prof. Udo Bakowsky durchgeführt. Die Lipidformulierungen mit den  
Inhibitoren 10, 12, 37 und 45 wurden nach der sogenannten Filmmethode hergestellt [180, 
192]. Hierfür wurden die Komponenten DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho- 
cholin), CH (Cholesterol) und die palmitoylierten Inhibitoren im Verhältnis 65/30/5 Mol-% 
verwendet. Zunächst wurden von den Lipiden und Inhibitoren Stammlösungen in einer  
Mischung aus Chloroform/Methanol (2/1, v/v) hergestellt und anschließend in einem Rund-
kolben gemischt (die Gesamtmenge aller Komponenten betrugen hierbei 10 mg). Anschlie-
ßend wurde das Lösungsmittel mittels eines Rotationsverdampfers bei 40 °C Badtemperatur 
entfernt. Der am Kolbenboden zurückbleibende homogene, transparente Lipidfilm wurde 
mit 1 ml PBS-Puffer (pH 7,4, 0,15 mol/l) hydratisiert und kräftig geschüttelt. Die erhaltenen 
Liposomendispersionen wurden durch Ultraschallbehandlung bei 55 °C für 2 min auf den 
gewünschten Größenbereich verkleinert und bei 4 °C aufbewahrt. Auf diese Weise wurden 
Liposomen erhalten, in deren äußere Membran die Thrombinhemmstoffe eingebaut wurden. 
Die Herstellung der bifunktionalisierten Liposomen erfolgte analog, wobei hier zusätzlich 
das Biotinderivat 21 zur Mischung hinzugefügt wurde, die DPPC, CH und den jeweiligen 
Inhibitor enthielten. Die eingesetzte Konzentration der Verbindung 21 in der Mischung – 
bezogen auf den Inhibitor 10 oder 12 – betrug 10 %. 
Zusätzlich wurden bifunktionalisierte Liposomen mit dem Inhibitor 10 hergestellt, welche 
die Verbindung 21 in höheren Konzentrationen (20 Mol %, 50 Mol % oder 100 Mol %  
bezogen auf den Thrombininhibitor enthalten.  
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7.7 Physikochemische Charakterisierung der Liposomen 
7.7.1 Dynamische Lichtstreuung 
 Die Messung der hydrodynamischen Durchmesser der Liposomenformulierungen wurde an 
einem Zetasizer Nano ZS Gerät (Malvern Instruments, Herrenberg, Deutschland) bei einer 
Wellenlänge von 633 nm und einer Temperatur von 25 °C durchgeführt [193]. Hierzu wurde 
Licht eines HeNe-Lasers (10 mW) in die Probe eingestrahlt und die Intensität des gestreuten 
Lichtes in einem 173°-Winkel detektiert. Aus den erhaltenen Diffusionskoeffizienten der 
Teilchen wurden unter Verwendung der Stokes-Einstein-Gleichung die Partikelgrößen  
berechnet. Die Messungen wurden jeweils an mindestens drei unabhängigen Proben durch-
geführt und das Ergebnis als Mittelwert ± Standardabweichung der Volumenauswertung  
angegeben. Für jede Probe wurde dabei der Mittelwert aus mindestens zehn Messungen  
berechnet. 
7.7.2 Laser-Doppler-Anemometrie (LDA) 
Die Bestimmung des Zetapotentials der Proben erfolgte ebenfalls an einem Zetasizer Nano 
ZS Gerät (Malvern Instruments, Herrenberg, Deutschland). Dabei wurde unter Anwendung 
des Messprinzips der Laser-Doppler-Anemometrie (LDA) zuerst die elektrophoretische  
Beweglichkeit der Formulierungen bestimmt. Die elektrophoretische Beweglichkeit wurde 
durch Detektion des eingestrahlten Laserlichtes bei 25 °C und einem Streuwinkel von 17° 
erhalten und mit Hilfe der Henry-Gleichung in das Zetapotential umgerechnet. Für jede 
Probe wurde dabei der Mittelwert aus drei Messungen (mit jeweils mindestens zehn  
Messungen) berechnet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung in Tabelle 
6 angegeben. 
7.7.3 Raster-Kraft-Mikroskopie  
Für die Raster-Kraft-mikroskopischen Bilder wurden 20 μl der jeweiligen Lipidformulierun-
gen auf Silicium-Chips überführt und getrocknet. Die Messungen erfolgten an einem Nano-
scope IV Bioscope (Veeco Instruments, Mannheim, Deutschland) unter Verwendung von 
kommerziell erhältlichen pyramidalen Si3N4-Spitzen (NSC16 AIBS, Mikromasch, Tallin, 
Estland) mit einem Cantilever von 230 μm Länge (Resonanzfrequenz 170 kHz, nominale 
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Kraftkonstante 40 N/m) [194], Die Scans wurden im Tapping Mode durchgeführt, um  
Beschädigungen der Proben zu verhindern. Die Scanfrequenz lag zwischen 0,5 und 1,5 Hz. 
Die Amplitudensignale des Cantilevers in Scanrichtung und die Höhensignale (z-Auslen-
kung) entgegen der Scanrichtung wurden simultan erfasst, um entsprechende AFM-Bilder 
zu erhalten.  
7.8 Beschichtung der Glasplatten und Bestimmung der Thrombin-
hemmwirkung  
Glasoberflächen sind nach Lagerung an der Luft durch Adsorption von Kohlenwasserstoffen 
kontaminiert [195], die der Oberflächenmodifizierung hinderlich sein können, indem sie die 
Zugänglichkeit der für die Silanisierung notwendigen Silanolgruppen beeinträchtigen [196]. 
Aus diesem Grund wurden die Glasoberflächen vor der Modifikation mit Chloroform  
gewaschen und mit einem Tuch durch mechanisches Abreiben gesäubert. Im zweiten  
Reinigungschritt wurden die Glasplatten zusätzlich mit einer Mischung aus Wasserstoffper-
oxid und konz. Schwefelsäure (Piranha-Lösung) oxidativ gereinigt [197]. Die Säurebehand-
lung hat weiterhin den Vorteil, dass vorhandene Alkalimetallionen wie Natriumkationen an 
der Oberfläche gegen Protonen ausgetauscht werden. Dadurch erhöht sich die Anzahl der 
für die Modifizierung verfügbaren Silanolgruppen. 
Die gereinigten Glasträger wurden in einem Becherglas, das eine 1 mM 3-Aminopropyltri-
methoxysilanlösung in trockenem Chloroform enthielt, über Nacht inkubiert. Nach erfolgter 
Reaktion wurden die Proben gewaschen, um nicht gebundenes Silan zu entfernen. Danach 
wurden die Glasoberflächen aus der Lösung genommen, mit Chloroform gewaschen und im 
Trockenschrank bei 105 °C für eine Stunde getrocknet. Die Gläser wurden dann mit einer 
Cyanurchloridlösung in Chloroform (1 mM) in Gegenwart eines äquimolaren Gehaltes an 
N,N-Diisopropylethylamin bei Raumtemperatur über Nacht inkubiert. Nach einem  
Spülschritt mit abs. Chloroform wurden die Trägeroberflächen getrocknet. Anschließend 
wurde Inhibitor 9 in Chloroform gelöst, und die Glasplatten wurden darin inkubiert. Nach 
beendeter Immobilisierung wurden die Glasträger mit Chloroform gespült getrocknet sowie 
für die weitere Verwendung trocken aufbewahrt.  
Die Thrombinhemmwirkung der mit Verbindung 9 modifizierten Glasplatten wurde an  
einem Shimadzu Spektrophotometer (RF-5301PC Spectrofluorophotometer) bestimmt.  
Experimenteller Teil  75 
 
Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlänge λex = 355 nm und bei einer  
Emissionswellenlänge λem = 460 nm. Die beschichteten Glasplatten (5 x 3 cm) wurden mit 
einem Glasschneider auf das gewünschte Maß zugeschnitten, und die erhaltenen Glas- 
fragmente wurden in einer Standardküvette (Rotilabo®-Einmal-Küvetten, PMMA, 4.5 mL) 
platziert. Danach wurden 200 µL Substratlösung (Tos-Gly-Pro-Arg-AMC, 11 µM im  
Ansatz) und 1600 µL Messpuffer C pipettiert, und anschließend wurde die Messung durch 
Zugabe von 400 µL einer Thrombinlösung (Konzentration im Ansatz: 15 pM) gestartet. Als 
Referenz wurde hierbei unbeschichtetes Glas verwendet. Die erhaltenen Thrombinrest- 
aktivitäten wurden als Funktion der Masse der eingesetzten Glasfragmente aufgetragen 
(Abb. 27). 
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7.9 Synthese 
7.9.1 Synthese des P2-P1-Segments H-Pro-4-Amba × 2 HCl  
H-Pro-4-(Amidino)benzylamin wurde für alle Inhibitoren als P2-P1-Segment verwendet und 
wurde entsprechend der in der Literatur beschrieben Syntheseroute hergestellt [151]. Die 
Synthese wurde mehrfach mit unterschiedlichen Maßstäben wiederholt, die nicht gesondert 
aufgeführt sind. Bei einigen Intermediaten wurden die Rohprodukte, die teilweise auch noch 
Salze enthalten haben, nicht gereinigt. In diesen Fällen sind keine prozentualen Ausbeuten 
angegeben. 
1) Cbz-Pro-4-Cyanobenzylamid  
 
 
12,46 g (50 mmol) Cbz-Pro-OH wurden in 150 mL trockenem THF vorgelegt und mit 5,5 
mL (50 mmol) NMM versetzt. Die Lösung wurde auf -15 °C bis -20 °C gekühlt. Nach  
Zugabe von 6,5 mL (50 mmol) Chlorameisensäureisobutylester wurde die Reaktions- 
mischung unter Kühlung für weitere 10 Minuten gerührt. Anschließend wurde das  
Mischanhydrid mit 8,43 g (50 mmol) 4-Cyanobenzylamin × HCl und 5,5 mL (50 mmol) 
NMM versetzt und die Suspension wurde für 1,5 Stunden bei ca. -15 ° und dann bei RT über 
Nacht gerührt. Das THF wurde i. V. entfernt und der Rückstand in EtOAc und 5%-iger 
KHSO4-Lösung aufgenommen. Die Mischung wurde dreimal mit 5%-iger KHSO4-, dreimal 
mit gesättigter NaHCO3- und einmal mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. Die organische 
Phase wurde über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel am Rotationsver- 
dampfer entfernt. Das erhaltene Öl wurde i. V. getrocknet und ohne weitere Aufreinigung 
zu Verbindung 2 umgesetzt. 
 Ausbeute: 16 g, 44 mmol, 88,1 %, weißer Feststoff. 
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 HPLC: 39.82 min (Start bei 10 % B).  
 1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D6) δ = 7,54 (s, 2H), 7,41 – 7,14 (m, 8H),  
5,15 (s, 2H), 4,55 – 4,31(m, 3H), 3,64 – 3,37 (m, 2H), 2,50 – 1,81 (m, 4H). 
2) Cbz-Pro-(4-Hydroxyamidino)benzylamid 
 
 
Verbindung 1 (8 g, 22,01 mmol) wurde in 30 mL abs. Ethanol vorgelegt und mit jeweils 
zwei Äquiv. Hydroxylamin × HCl (44,02 mmol, 3,1 g) und DIPEA (44,02 mmol, 7,5 mL) 
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fünf Stunden unter Rückfluss erhitzt und bei RT 
über Nacht gerührt. Das ausgefallene weiße Rohprodukt wurde abfiltriert und im Vakuum 
getrocknet.  
 HPLC: 22.74 min (Start bei 10 % B).  
3) Cbz-Pro-4-(Acetylhydroxyamidino)benzylamid 
 
 
Das Hydroxyamidino-Intermediat 2 (8,3 g, 20,9 mmol) wurde in 80 mL AcOH gelöst, mit 
zwei Äquiv. Acetanhydrid (3,9 mL, 41,8 mmol,) versetzt und 30 Minuten bei Raum- 
temperatur gerührt. AcOH und überschüssiges Acetanhydrid wurden am Rotationsver-
dampfer entfernt (Badtemperatur  35 °C). Der Rückstand wurde in EtOAc aufgenommen 
und mit verdünnter NaCl-Lösung gewaschen. Der ausgefallene weiße Feststoff wurde abge-
saugt, mit Wasser gewaschen und i. V. getrocknet.  
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 Ausbeute: 6 g, 13,68 mmol, 65,5 %, weißer Feststoff. 
 HPLC: 32.12 min (Start bei 10 % B).  
4) H-Pro-4-Amidinobenzylamin (H-Pro-4-Amba) × 2 HCl  
 
 
Verbindung 3 (6 g, 13,68 mmol) wurde in 200 mL 90 %-iger AcOH gelöst und mit 0,5 g 
Pd/C (Palladium auf Aktivkohle) versetzt. Der Ansatz wurde bei Normaldruck unter  
H2-Atmosphäre über Nacht gerührt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels HPLC kontrolliert. 
Nach erfolgtem Umsatz wurde der Katalysator abfiltriert und das Filtrat i. V. eingeengt. Der 
Rückstand wurde mit 100 mL einer 0,5 N HCl-Lösung aufgenommen und das Lösungsmittel 
i. V. entfernt. Dann wurde der Rückstand mit Wasser aufgenommen und das Wasser i. V.  
entfernt. Der letzte Schritt wurde dreimal wiederholt, um überschüssige HCl möglichst voll-
ständig zu beseitigen. Es wurde ein gelbes Öl erhalten, welches aus reinem Wasser lyophi-
lisiert wurde. 
 Aubeute: 3,4 g, 10,65 mmol, 77,8 %, leicht bräunlicher Lyophilisat. 
 HPLC: 11.36 min (Start bei 1 % B).  
 MS: ber. 246,15; gef. 247,11 (M+H)+. 
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7.9.2 Synthese der Inhibitoren mit L-Aminosäuren in P3-Position 
Die Inhibitoren 7 und 15 wurden bereits früher hergestellt und für enzymkinetische Messun-
gen mit Thrombin verwendet [151]. Jedoch wurde deren Synthese in der Literatur noch nicht 
detailliert beschrieben. In manchen Fällen wurde die Synthese mehrfach mit unterschiedli-
chen Maßstäben wiederholt, die nicht gesondert aufgeführt sind. 
5) 4-MeO-Bs-Lys(Boc)-OH 
 
 
1,0 g (4,06 mmol) H-Lys(Boc)-OH wurden in 50 mL einer ACN/H2O-Mischung (1/1; v/v) 
suspendiert und mit 2,5 Äquiv. DIPEA (1,73 mL, 8,12 mmol) versetzt. Anschließend  
wurden 0,9 g (4,06 mmol) 4-Methoxybenzolsulfonylchlorid, gelöst in ACN (2,5 mL/mmol), 
unter Eiskühlung portionsweise hinzugefügt. Der Ansatz wurde für weitere 30 Minuten unter 
Eiskühlung und über Nacht bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde am Rotations- 
verdampfer entfernt und der Rückstand in EtOAc und 5%-iger KHSO4-Lösung aufge- 
nommen. Die organische Phase wurde dreimal mit 5%-iger KHSO4-Lösung gewaschen über 
Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel i. V. entfernt. 
 Ausbeute: 1,13 g, 2,71 mmol, 66,8 %, weißer Feststoff. 
 HPLC: 38,72 min (Start bei 10 % B).  
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6) 4-MeO-Bs-Lys(Boc)-Pro-4-Amba × TFA 
 
 
1,0 g (2,4 mmol) Intermediat 5 und 0,8 g (2,4 mmol) H-Pro-4-Amidinobenzylamid × 2 HCl 
(Intermediat 4) wurden in 15 mL DMF vorgelegt und auf 0 °C gekühlt. Nach Zugabe von 
einem Äquiv. BOP (1,1 g, 2,4 mmol) wurden 2,5 Äquiv. DIPEA (1 mL, 6 mmol)  
portionsweise hinzugefügt. Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls durch  
Zusatz von weiterem DIPEA auf pH 8-9 eingestellt. Die Reaktionsmischung wurde 30  
Minuten bei 0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Danach wurde das  
Lösungsmittel i. V. entfernt. Der Rückstand (braunes Öl) wurde ohne Reinigung im nächsten 
Schritt verwendet. 
 HPLC: 32,94 min (Start bei 10 % B).  
7) 4-MeO-Bs-Lys-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-900) 
 
 
Das Intermediat 6 wurde mit ca. 5 mL TFA versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur 
gerührt. Nach beendeter Reaktion wurde die Reaktionsmischung i. V. eingeengt, das Produkt 
mit Diethylether gefällt, mittels präperativer HPLC gereinigt und aus Wasser lyophilisiert.  
 Ausbeute: 800 mg, 1,47 mmol, 43, 24 % (über zwei Stufen, Verbindung 6 und 7), weißes 
Lyophilisat. 
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 HPLC: 16,99 min (Start bei 10 % B).  
 MS: ber. 544,25; gef. 545,21 (M+H)+. 
 1H NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ = 9.27 (m, 4H), 8.44 (t, J=6.1, 1H), 
7.82 – 7.65 (m, 8H), 7.41 (d, J=8.4, 2H), 7.07 (d, J=9.0, 2H), 4.35 (dd, J=16.2, 6.1, 1H), 
4.28 (dd, J=16.1, 5.9, 1H), 3.94 – 3.86 (m, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.52 – 3.44 (m, 1H), 
3.43 – 3.34 (m, 1H), 2.76 – 2.64 (m, 2H), 1.93 – 1.67 (m, 4H), 1.64 – 1.28 (m, 6H); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ = 171.50, 168.91, 165.47, 162.14, 158.55, 158.29, 
145.88, 132.49, 128.69, 128.64, 127.98, 127.09,126.40, 118.09, 115.72, 113.91, 113.87, 
66.88, 59.36, 55.65, 53.32, 46.57, 41.54, 31.20, 29.07, 26.44, 24.25, 21.61. 
8) 4-MeO-Bs-Lys(Cbz-Adoa)-Pro-4-Amba 
 
5 g (10,45 mmol) Cbz-Adoa-OH  DCHA (Iris Biotech GmbH, Marktredwitz, Deutschland) 
wurde in ca. 50 mL EtOAc und 50 mL 5%-iger KHSO4-Lösung aufgenommen und die  
wässrige Phase wurde zweimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen  
wurden mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das 
Lösungsmittel i. V. entfernt. Der Rückstand wurde i. V. getrocknet, das erhaltene farblose 
Öl (3 g, 10,1 mmol) wurde bei -20 °C aufbewahrt.  
Anschließend wurde Cbz-Adoa-OH an Intermediat 7 gekoppelt. Hierfür wurden 100 mg 
(0.13 mmol) Verbindung 7 und Cbz-Adoa-OH (39 mg, 0.13 mmol) in 2 mL DMF vorge-
legt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (58 mg, 0,13 mmol) versetzt. Im  
nächsten Schritt wurden 2 Äquiv. DIPEA (44 µL, 0,26 mmol) portionsweise hinzugefügt. 
Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls durch Zusatz von weiterem DIPEA auf 
pH 8-9 eingestellt. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten bei 0 °C und anschließend 
drei Stunden bei RT gerührt. Das DMF wurde i. V. entfernt und der Rückstand (braunes Öl) 
wurde ohne Reinigung für den nächsten Schritt eingesetzt. Ein Teil des Rohproduktes wurde  
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für die NMR-Spektroskopie mittels präparativer HPLC gereinigt und aus 80%-igem  
tert-BuOH lyophilisiert. 
Ausbeute: n.b., braunes Öl. 
 HPLC: 33,51 min (Start bei 10 % B).  
 MS: ber. 823,95; gef. 824,14 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.24 (s, 2H), 9.13 (s, 2H), 8.36 (t, J=6.1, 1H), 
 7.75 – 7.70 (m, 3H), 7.70 – 7.66 (m, 2H), 7.61 (t, J=5.8, 1H), 7.41 (d, J=8.5, 2H), 
 7.38 – 7.28 (m, 5H), 7.25 (t, J=5.3, 1H), 7.09 – 7.04 (m, 2H), 5.01 (s, 2H), 
 4.35 (dd, J=16.3, 6.1, 1H), 4.29 (dd, J=16.2, 6.0, 1H), 3.94 – 3.79 (m, 7H), 3.55 (s, 4H), 
3.51 – 3.45 (m, 1H), 3.45 – 3.36 (m, 3H), 3.16 (q, J=5.9, 2H), 2.99 (dd, J=13.0, 6.3, 2H), 
1.92 – 1.68 (m, 4H), 1.62 – 1.18 (m, 5H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.49, 
169.21, 168.98, 165.40, 162.10, 158.47, 158.22, 157.97, 156.16, 145.95, 137.15, 132.54, 
128.69, 128.29, 127.97, 127.70, 127.66, 127.07, 126.32, 113.90, 70.13, 69.95, 69.92, 
69.25, 69.10, 66.88, 65.19, 59.44, 55.63, 53.45, 46.55, 41.53, 37.84, 31.32, 30.62, 28.98, 
28.58, 24.28, 22.10. 
9) 4-MeO-Bs-Lys(Adoa)-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-901) 
 
 
Das gesamte Rohprodukt des Intermediates 8 wurde mit 1 mL einer 32 %-igen Lösung von 
Bromwasserstoff in AcOH versetzt und bei RT unter gelegentlichem Schütteln 30 Minuten 
stehen gelassen. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch eingeengt, der Rückstand  
mittels HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-igem tert-BuOH lyophilisiert.  
 Ausbeute: 66,8 mg, 0,073 mmol, 56 %, (über zwei Stufen, Verbindung 8 und 9), weißes 
Lyophilisat. 
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 HPLC: 18,29 min (Start bei 10 % B).  
 MS: ber. 689,32; gef. 690,29 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.22 (s, 2H), 9.18 (s, 2H), 8.36 (t, J=6.1, 1H), 
7.80 (s, 3H), 7.73 – 7.62 (m, 6H), 7.37 (d, J=8.5, 2H), 7.05 – 7.01 (m, 2H), 4.31 
(dd, J=16.3, 6.0, 1H), 4.25 (dd, J=16.3, 6.1, 1H), 3.89 – 3.83 (m, 4H), 3.80 (s, 3H), 
3.60 – 3.54 (m, 6H), 3.48 – 3.42 (m, 1H), 3.39 – 3.32 (m, 1H), 3.01 – 2.91 (m, 4H), 
1.88 – 1.65 (m, 4H), 1.58 – 1.18 (m, 6H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6 ) δ = 171.49, 
169.12, 169.00, 165.42, 162.11, 158.39, 158.13, 145.92, 132.50, 128.69, 127.98, 127.07, 
126.36, 113.89, 69.94, 69.89, 69.40, 66.88, 55.64, 53.46, 46.54, 41.52, 37.91, 31.35, 
29.01, 28.57, 24.27, 22.13. 
10) 4-MeO-Bs-Lys(Palmitoyl-Adoa)-Pro-4-Amba × TFA (MI-902) 
 
 
100 mg (0.11 mmol) der Verbindung 9 und 28 mg (0.11 mmol) Palmitinsäure wurden in  
2 mL DMF gelöst, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (49 mg, 0,11 mmol) versetzt. 
Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (38 µL, 0,22 mmol) wurde der Ansatz 30 Minuten bei  
0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, 
der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-igem  
tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 75 mg, 0,072 mmol, 65,42 %, weißes Lyophilisat.  
 HPLC: 20,88 min (Start bei 50 % B).  
 MS: ber. 927,55; gef. 928,63 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.24 (s, 2H), 9.08 (s, 2H), 8.35 (t, J=6.1, 1H), 
 7.78 (t, J=5.6, 1H), 7.75 – 7.65 (m, 5H), 7.62 (t, J=5.9, 1H), 7.41 (d, J=8.4, 2H), 
 7.06 (d, J=9.0, 2H), 4.35 (dd, J=16.3, 6.1, 1H), 4.29 (dd, J=16.2, 6.1, 1H), 
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 3.94 – 3.80 (m, 7H), 3.58 – 3.46 (m, 5H), 3.40 (t, J=6.0, 3H), 3.22 – 3.15 (m, 2H), 
 3.00 (dd, J=13.0, 6.4, 2H), 2.04 (t, J=7.5, 2H), 1.93 – 1.68 (m, 4H), 1.61 – 1.16 (m, 32H), 
0.85 (t, J=6.9, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 172.23, 171.48, 169.20, 168.96, 
165.36, 162.10, 158.40, 158.13, 145.95, 132.54, 128.68, 127.97, 127.06, 126.30, 113.88, 
70.13, 69.95, 69.27, 69.11, 59.44, 55.62, 53.46, 46.55, 41.53, 38.36, 37.84, 35.28, 31.22, 
28.98, 28.96, 28.95, 28.93, 28.87, 28.73, 28.63, 28.60, 25.20, 24.28, 22.10, 22.02, 13.87. 
11) 4-MeO-Bs-Lys(Biotinyl-Adoa)-Pro-4-Amba × TFA (MI-903) 
 
 
100 mg (0.11 mmol) der Verbindung 9 und 28 mg (0.11 mmol) Biotin wurden in 2 mL DMF 
vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (49 mg, 0, 11 mmol) versetzt. Nach 
Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (37 µL, 0,22 mmol) wurde der Ansatz 30 Minuten bei 0 °C 
und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Anschließend wurde das DMF i. V. entfernt, 
der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus Wasser lyophilisiert. 
 Ausbeute: 68 mg, 0,07 mmol, 66 %, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 24,52 min (Start bei 10 % B).  
 MS: ber. 915,40; gef. 916,47 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.24 (s, 2H), 9.01 (s, 2H), 8.35 (t, J=6.0, 1H), 
7.80 (t, J=5.6, 1H), 7.75 – 7.65 (m, 5H), 7.62 (t, J=5.9, 1H), 7.41 (d, J=8.4, 2H), 
7.10 – 7.02 (m, 2H), 6.44 – 6.26 (m, 2H), 4.36 – 4.28 (m, 2H), 4.12 (dd, J=7.7, 4.5, 1H), 
3.93 – 3.81 (m, 7H), 3.57 – 3.46 (m, 6H), 3.43 – 3.37 (m, 3H), 3.21 – 3.07 (m, 3H), 
3.00 (dd, J=13.4, 6.7, 2H), 2.82 (dd, J=12.5, 5.1, 1H), 2.60 – 2.56 (m, 1H), 2.07 (t, J=7.4, 
2H), 1.90 – 1.24 (m, 16H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 172.14, 171.48, 169.20, 
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168.98, 165.33, 162.65, 162.10, 158.20, 157.94, 145.95, 132.52, 128.68, 127.98, 127.06, 
126.29, 113.89, 70.12, 69.95, 69.27, 69.10, 61.00, 59.17, 55.63, 55.35, 53.56, 53.45, 
46.56, 41.79, 41.54, 38.37, 37.84, 36.39, 35.06, 31.30, 28.98, 28.58, 28.13, 27.98, 25.20, 
24.28, 22.10. 
12) 4-MeO-Bs-Lys(Palmitoyl)-Pro-4-Amba × TFA (MI-906)  
 
 
100 mg (0.13 mmol) der Verbindung 7 und 34 mg (0.13 mmol) Palmitinsäure wurden in 
2 mL DMF gelöst, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (58 mg, 0,13 mmol) versetzt. 
Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (44 µL, 0,26 mmol) wurde der Ansatz 30 Minuten bei  
0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, 
der Rückstand mittels HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-igem tert-BuOH  
lyophilisiert.  
 Ausbeute: 92 mg, 0,10 mmol, 78.6 %, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 22,58 min (Start bei 50 % B).  
 MS: ber. 782,48; gef. 783,45 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.25 (s, 2H), 9.20 – 9.11 (m, 2H), 8.38 (t, J=6.1, 
1H), 7.76 – 7.63 (m, 6H), 7.41 (d, J=8.4, 2H), 7.10 – 7.04 (m, 2H), 4.35 (dd, J=16.3, 6.0, 
1H), 4.29 (dd, J=16.2, 6.1, 1H), 3.93 (dd, J=7.7, 3.8, 1H), 3.88 (td, J=8.5, 5.7, 1H), 
3.83 (s, 3H), 3.52 – 3.36 (m, 2H), 2.91 (dd, J=12.4, 6.4, 2H), 2.00 (t, J=7.4, 2H), 
1.94 – 1.67 (m, 4H), 1.64 – 1.33 (m, 4H), 1.33 – 1.09 (m, 28H), 0.85 (t, J=6.9, 3H); 
13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.93, 171.52, 169.18, 165.37, 162.09, 158.48, 
158.24, 145.92, 132.56, 128.66, 127.95, 127.06, 126.30, 113.88, 59.43, 55.62, 53.44, 
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46.56, 41.55, 35.35, 31.34, 31.22, 28.98, 28.87, 28.72, 28.63, 28.54, 25.23, 24.28, 22.07, 
22.02, 13.86. 
13) 4-MeO-Bs-Asp(OtBu)-OH 
 
 
1,0 g (5,28 mmol) H-Asp-(OtBu)-OH wurden in 50 mL einer ACN/H2O-Mischung  
(1/1; v/v) suspendiert und mit 2,5 Äquiv. DIPEA (2,3 mL, 10,56 mmol) versetzt.  
Anschließend wurden 1,2 g (5,56 mmol) 4-Methoxybenzolsulfonylchlorid, gelöst in ACN 
(2,5 mL/mmol), unter Eiskühlung portionsweise hinzugefügt. Der Ansatz wurde für weitere 
30 Minuten unter Eiskühlung und über Nacht bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde  
i. V. entfernt und der Rückstand in EtOAc und 5%-iger KHSO4-Lösung aufgenommen. Die  
organische Phase wurde mit 5%-iger KHSO4-Lösung gewaschen über Na2SO4 getrocknet 
und das Lösungsmittel i. V. entfernt. 
 Ausbeute: 1,54 g, 4,3 mmol, 77,3%, weißer Feststoff.  
 HPLC: 37,56 min (Start bei 10 % B).  
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14) 4-MeO-Bs-Asp(OtBu)-Pro-4-Amba  
 
 
0,50 g (1,39 mmol) Intermediat 13 und 0,44 g (1,39 mmol) H-Pro-4-Amidinobenzylamid  
× 2 HCl wurden in 10 mL DMF gelöst und auf 0 °C gekühlt. Nach Zugabe von einem Äquiv. 
BOP (0,61 g, 1,39 mmol) wurden 2,5 Äquiv. DIPEA (0,6 mL, 3,48 mmol) portionsweise 
hinzugefügt. Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls durch Zusatz von  
weiterem DIPEA auf pH 8-9 eingestellt. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten bei 
0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Anschließend wurde das Lösungsmittel 
i. V. entfernt und der ölige Rückstand wurde ohne Reinigung für den nächsten Synthese-
schritt eingesetzt.  
 Ausbeute: n.b. (das Rohprodukt mit Verunreinigung). 
 HPLC: 31,50 min (Start bei 10 % B).  
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15) 4-MeO-Bs-Asp-Pro-4-Amba × TFA (MI-0013) 
 
  
Das Intermediat 14 wurde mit ca. 5 mL TFA versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur 
gerührt. Die Reaktionsmischung wurde i. V. eingeengt, das Rohprodukt mit Diethylether 
gefällt, mittels präperativer HPLC gereinigt und aus Wasser lyophilisiert.  
 Ausbeute: 345 mg, 0,53 mmol, 38.5 % (über zwei Stufen, Verbindungen 14 und 15), 
weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 20,37 min (Start bei 10 % B).  
 MS: ber. 531,18; gef. 532,14 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 12.55 (s, 1H), 9.31 – 9.08 (m, 4H), 8.11 (d, J=9.2, 
1H), 8.06 (t, J=6.2, 1H), 7.75 – 7.66 (m, 4H), 7.38 (d, J=8.5, 2H), 7.13 – 7.02 (m, 2H), 
4.40 – 4.22 (m, 3H), 3.87 – 3.81 (m, 4H), 3.67 – 3.59 (m, 1H), 3.51 – 3.45 (m, 1H), 
2.73 (dd, J=16.6, 6.9, 1H), 2.32 (dd, J=16.6, 7.0, 1H), 1.92 – 1.69 (m, 4H); 
13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.69, 171.17, 168.36, 165.44, 162.20, 
158.53, 158.28, 145.83, 132.60, 128.68, 128.62, 127.98, 126.96, 126.33, 114.03, 114.01, 
66.89, 59.92, 55.66, 55.55, 52.27, 50.40, 46.52, 41.59, 31.26, 28.97, 23.99. 
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16) 4-MeO-Bs-Asp(Boc-Tota)-Pro-4-Amba  
 
 
100 mg (0,16 mmol) der Verbindung 15 und Boc-Tota-H (50 mg, 0,16 mmol) wurden in  
2 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (69 mg, 0,16 mmol) 
versetzt. Anschließend wurden 2 Äquiv. DIPEA (53 µL, 3,2 mmol) portionsweise  
hinzugefügt. Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls durch Zusatz von  
weiterem DIPEA auf pH 8-9 eingestellt. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten bei  
0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt 
und das Rohprodukt (braunes Öl) wurde ohne Reinigung für den nächsten Schritt eingesetzt. 
 Ausbeute: n.b., Rohprodukt mit Salzen als braunes Öl. 
 HPLC: 33,32 min (Start bei 10 % B).  
17) 4-MeO-Bs-Asp(Tota)-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-904) 
 
 
Das Boc-geschützte Rohprodukt 16 wurde mit 1 mL TFA versetzt und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur gerührt. Die Reaktionsmischung wurde i. V. eingeengt und das Produkt 
mittels präperativer HPLC gereinigt und aus Wasser lyophilisiert. 
 
 Ausbeute: 60 mg, 62,4 µmol, 42 % (über zwei Stufen, Verbindung 16 und 17), 
weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 19,62 min (Start bei 10 % B).  
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 MS: ber. 733,35; gef. 734,37 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.30 (s, 2H), 9.20 (s, 2H), 8.17 (t, J=6.2, 1H), 
8.09 (d, J=9.2, 1H), 8.03 (t, J=5.5, 1H), 7.83 – 7.63 (m, 7H), 7.34 (d, J=8.5, 2H),  
7.06 (d, J=9.0, 1H), 4.33 – 4.18 (m, 3H), 3.85 – 3.78 (m, 4H), 3.59 (dd, J=11.9, 5.5, 1H), 
3.51 – 3.35 (m, 13H), 3.26 – 3.20 (m, 2H), 2.92 – 2.73 (m, 4H), 2.62 (dd, J=15.4, 9.4, 
1H), 2.32 (dd, J=15.5, 5.3, 1H), 1.83 – 1.69 (m, 4H), 1.41 (quin, J=6.9, 2H); 13C NMR 
(126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.06, 169.40, 168.97, 165.43, 162.18, 158.52, 158.28, 
145.83, 132.64, 128.56, 127.87, 126.93, 126.26, 118.32, 115.94, 113.99, 69.64, 69.58, 
69.41, 69.39, 67.82, 67.29, 59.94, 55.68, 50.22, 46.35, 41.63, 36.72, 35.72, 28.95, 28.82, 
27.13, 23.68. 
18) 4-MeO-Bs-Asp(Palmitoyl-Tota)-Pro-4-Amba × TFA (MI-909) 
 
 
50 mg (52 µmol) der Verbindung 17 und 13,3 mg (52 µmol) Palmitinsäure wurden in 2 mL 
DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (23 mg, 52 µmol) versetzt. 
Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (18 µL, 104 µmol) wurde der Ansatz 30 Minuten bei  
0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, 
der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-igem  
tert-BuOH lyophilisiert.   
 Ausbeute: 30 mg, 46 µmol, 53 %, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 21,38 min (Start bei 50 % B).  
 MS: ber. 971,58; gef. 972,41 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.28 – 9.16 (m, 2H), 9.07 (s, 2H), 8.16 (t, J=6.2, 
1H), 8.10 (d, J=9.1, 1H), 8.07 – 7.99 (m, 1H), 7.79 – 7.63 (m, 5H), 7.45 (d, J=8.4, 1H), 
7.34 (d, J=8.4, 1H), 7.09 – 6.98 (m, 2H), 4.36 – 4.21 (m, 2H), 3.85 – 3.77 (m, 3H), 
3.59 (dd, J=14.6, 8.1, 1H), 3.49 – 3.19 (m, 14H), 3.05 – 2.73 (m, 4H), 2.64 (dd, J=15.5, 
9.8, 1H), 2.32 (dd, J=15.5, 5.0, 1H), 2.04 – 1.65 (m, 5H), 1.61 – 1.36 (m, 6H), 
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 1.20 (s, 24H), 0.82 (t, J=6.9, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 171.96, 171.03, 
169.44, 169.00, 165.31, 162.18, 158.36, 158.12, 145.87, 132.67, 128.54, 128.06, 127.87, 
127.19, 126.91, 126.19, 114.31, 113.99, 69.70, 69.47, 69.39, 68.07, 67.78, 59.98, 55.67, 
50.17, 46.35, 41.67, 35.63, 35.34, 31.22, 29.37, 29.15, 28.95, 28.70, 28.61, 25.22, 23.61, 
22.01, 13.86. 
19) 4-MeO-Bs-Asp(Biotinyl-Tota)-Pro-4-Amba × TFA (MI-905) 
 
 
100 mg (0.1 mmol) der Verbindung 17 und 25 mg (0.1 mmol) Biotin wurden in 2 mL DMF 
vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (44 mg, 0,1 mmol) versetzt. Nach 
Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (34 µL, 0,2 mmol) wurde der Ansatz 30 Minuten bei 0 °C und 
anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, das  
Produkt mittels präparativer HPLC gereinigt und aus Wasser lyophilisiert. 
 Ausbeute: 68 mg, 63 µmol, 63 %, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 26,03 min (Start bei 10 % B). 
  MS: ber. 959,42; gef. 960,53 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.22 (s, 2H), 9.12 (s, 2H), 8.20 (t, J=6.1, 1H), 
8.14 (d, J=9.1, 1H), 8.06 (t, J=5.4, 1H), 7.74 – 7.67 (m, 5H), 7.38 (d, J=8.2, 2H), 
7.09 (d, J=8.9, 2H), 6.36 (d, J=24.2, 2H), 4.37 – 4.21 (m, 4H), 4.16 – 4.10 (m, 1H), 
3.89 – 3.81 (m, 4H), 3.63 (t, J=7.8, 1H), 3.52 – 3.35 (m, 13H), 3.25 (t, J=6.3, 2H), 
3.12 – 3.03 (m, 3H), 2.90 (dq, J=12.9, 6.6, 1H), 2.86 – 2.76 (m, 2H), 2.67 (dd, J=15.5, 
9.8, 1H), 2.61 – 2.55 (m, 1H), 2.35 (dd, J=15.4, 5.0, 1H), 2.04 (t, J=7.4, 2H), 1.85 – 1.68 
(m, 4H), 1.63 – 1.41 (m, 8H), 1.34 – 1.24 (m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 
171.88, 171.04, 169.44, 169.00, 165.32, 162.65, 162.18, 158.37, 158.12, 132.65, 128.54, 
127.89, 126.92, 126.19, 113.99, 69.70, 69.48, 69.40, 68.07, 67.79, 61.01, 59.98, 59.17, 
55.68, 55.36, 50.16, 46.35, 41.66, 35.68, 35.16, 29.37, 28.79, 28.15, 27.99, 25.24, 23.65. 
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7.9.3 Synthese von CH3-(CH2)14-CO-Tota-Biotin (MI-908) 
20) Biotinyl-Tota-H 
 
 
200 mg (0,82 mmol) Biotin und 263 mg (0.82 mmol) Boc-Tota-H wurden in 5 mL DMF 
vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit 363 mg (0,82 mmol) BOP versetzt. Nach Zugabe von  
2 Äquiv. DIPEA (280 µL, 1,64 mmol) wurde der Ansatz 30 Minuten bei 0 °C und  
anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt und der 
Rückstand (farbloses Öl) mit 3 mL TFA für 30 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. Die 
TFA wurde weitestgehend i. V. entfernt und das Produkt mittels Säulenchromatographie am 
Kieselgel 60 gereinigt (Chloroform/Methanol/25 % NH4OH, 80/20/1, v/v/v, Rf = 0.41). Als 
Anfärbereagenz für die DC-Kontrolle wurde 2%-ige (w/v) p-Dimethylaminozimtaldehyd in 
schwefelsaurer Ethanollösung (2 % konz. H2SO4 in EtOH) verwendet.  
Ausbeute: 217 mg, 0,49 mmol, 59,3 %, hellbrauner Feststoff. 
 HPLC: 31,05 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 446,72; gef. 447,14 (M+H)+. 
21)  Biotinyl-Tota-CO-(CH2)14-CH3 (MI-908) 
 
 
217 mg (0.49 mmol) der Verbindung 20 und 126 mg (0.49 mmol) Palmitinsäure wurden in 
3 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (216 mg, 0,49 mmol) 
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versetzt. Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (167 µL, 0,98 mmol) wurde der Ansatz ca. 30 
Minuten bei 0 °C und anschließend ca.drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel 
wurde i. V. entfernt und das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie gereinigt (Chloro-
form/Methanol, 8/2, v/v, Rf = 0.65). Die Detektion des Produktes erfogte wie zuvor für die 
Verbindung 20 beschrieben. 
 Ausbeute: 194 mg, 57,8 %, gelber Feststoff. 
 MS: ber. 685,01, gef. 685,35. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 7.76 – 7.64 (m, 2H), 6.42 – 6.37 (m, 1H), 6.37 – 
6.28 (m, 1H), 4.33 – 4.28 (m, 1H), 4.15 – 4.10 (m, 1H), 3.57 – 3.34 (m, 10H), 3.12 – 3.03 
(m, 4H), 2.94 (s, 1H), 2.82 (dd, J=12.4, 5.1, 1H), 2.79 (s, 1H), 2.61 – 2.55 (m, 1H), 
2.24 (t, J=7.5, 1H), 2.11 – 1.94 (m, 3H), 1.65 – 1.56 (m, 3H), 1.53 – 1.41 (m, 5H), 
1.24 (s, 26H), 0.85 (t, J=6.9, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.91, 171.80, 
162.62, 69.73, 69.49, 68.08, 61.00, 59.16, 55.35, 35.65, 35.37, 35.16, 31.22, 29.37, 28.98, 
28.96, 28.93, 28.90, 28.88, 28.84, 28.71, 28.63, 28.59, 28.15, 27.98, 25.23, 22.02, 13.86. 
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7.9.4 Inhibitoren mit D-Aminosäuren in P3-Position  
22) Natrium-3-nitrobenzylsulfonat(3-NO2-Bzls-O- × Na+) [164] 
 
 
3,50 g (16,20 mmol) 3-Nitrobenzylbromid wurden in 10 mL H2O suspendiert und mit  
2,25 g (17,82 mmol, 1,1 Äquiv.) Na2SO3 versetzt. Der Ansatz wurde fünf Stunden unter 
Rückfluss erhitzt und der Reaktionsverlauf mittels HPLC kontrolliert. Anschließend wurde 
das Lösungsmittel i. V. entfernt (gelber Feststoff). Ein Teil des Rohproduktes wurde für die 
NMR-Spektroskopie mittels präparativer HPLC gereinigt und aus Wasser lyophilisiert. 
 Ausbeute: 5,7 g (Rohprodukt mit Salzen). 
 HPLC: 9,58 min (Start bei 10 % B). 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.27 (s, 1H), 8.22 – 8.16 (m, 1H), 8.09 (ddd, J=8.2, 
2.4, 1.1, 1H), 7.79 – 7.69 (m, 1H), 7.57 (t, J=7.9, 1H), 3.90 (s, 2H); 13C NMR (126 MHz, 
DMSO-D6) δ = 147.41, 137.54, 137.16, 129.12, 124.66, 121.40, 56.55. 
23) 3-NO2-Bzls-Cl [164] 
 
 
3,6 g (15,05 mmol) des Rohproduktes 22 wurde mit ca. 1 mL Phosphorylchlorid angefeuch-
tet und unter Eiskühlung mit 3,5 g (16,6 mmol, 1,1 Äquiv.) PCl5 versetzt. Der Ansatz wurde 
fünf Minuten bei 0 °C gerührt und anschließend vier Stunden auf dem Ölbad erhitzt (80 °C). 
Danach wurde das Reaktionsgemisch auf Eis gegossen und 30 Minuten kräftig gerührt. Der 
ausgefallene Feststoff wurde abgesaugt, i. V. getrocknet und direkt für den nächsten Synthe-
seschritt verwendet. 
Experimenteller Teil  95 
 
24) 3-NO2-Bzls-D-Cha-OH  
 
0,92 g (4,62 mmol) D-Cyclohexylalanin wurden in 60 mL trockenem DCM suspendiert und 
mit 2,3 Äquiv. Trimethylsilylchlorid (1,4 mL, 10,63 mmol) sowie 2,3 Äquiv. DIPEA  
(1,8 mL, 10,63 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde für eine Stunde unter  
Rückfluss erhitzt. Nach Abkühlen im Eisbad wurden 1,3 g des Rohproduktes 23 und  
1,2 Äquiv. (1,1 mL, 5,54 mmol) DIPEA zugegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C 
und anschließend zwei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt und 
der Rückstand mittels Säulenchromatographie gereinigt (Chloroform/Methanol/AcOH, 
90/10/1, v/v/v, Rf = 0.35). 
 Ausbeute: 1,24 g, 3,35 mmol, 60,4 %, gelblicher Feststoff. 
 HPLC: 42,04 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 370,12; gef. 741,21 (2M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6 ) δ = 12.76 (s, 1H), 8.34 – 8.32 (m, 1H), 8.22 (ddd, J=8.3, 
2.4, 1.0, 1H), 7.88 – 7.85 (m, 1H), 7.68 (t, J=7.9, 1H), 7.64 (d, J=8.4, 1H), 4.53 (dd, 
J=45.1, 13.7, 2H), 3.85 (td, J=8.7, 5.6, 1H), 1.73 (d, J=12.6, 1H), 1.65 – 1.56 (m, 4H), 
1.53 – 1.40 (m, 2H), 1.39 – 1.30 (m, 1H), 1.20 – 1.11 (m, 3H), 0.90 – 0.76 (m, 2H); 13C 
NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 174.05, 147.56, 137.59, 132.69, 129.65, 125.48, 
122.84, 57.46, 53.45, 39.52, 33.06, 32.82, 31.64, 31.25, 25.94, 25.63, 25.47. 
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25) 3-NO2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA (MI-912) 
 
 
1,2 g (3,24 mmol) der Verbindung 24 und H-Pro-4-Amba × 2 HCl (1,1 g, 3,24 mmol)  
wurden in 15 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt, mit einem Äquiv. BOP (1,43 g, 3,24 
mmol) und portionsweise mit 2 Äquiv. DIPEA (1,1 mL, 6,48 mmol) versetzt. Der pH-Wert 
wurde kontrolliert und gegebenenfalls durch Zusatz von weiterem DIPEA auf pH 8-9  
eingestellt. Der Ansatz wurde zunächst 30 Minuten bei 0 °C und anschließend über Nacht 
bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, der Rückstand mittels präparativer 
HPLC gereinigt und das Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert.  
 Ausbeute: 1 g, 1,40 mmol, 44,3 %, weißes Lyophilisat.  
 HPLC: 34,62 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 598,26; gef. 599,00 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.15 (s, 2H), 9.04 (s, 2H), 8.60 (t, J=6.1, 1H), 8.29 
– 8.26 (m, 1H), 8.16 – 8.12 (m, 1H), 7.81 – 7.79 (m, 1H), 7.68 (d, J=8.6, 1H), 7.63 – 7.61 
(m, 2H), 7.56 (t, J=8.0, 1H), 7.40 (d, J=8.4, 2H), 4.41 – 4.25 (m, 6H), 3.77 (ddd, J=12.5, 
7.9, 4.8, 1H), 3.51 (dd, J=16.9, 7.3, 1H), 2.21 – 2.13 (m, 1H), 2.05 – 1.92 (m, 2H), 1.91 
– 1.85 (m, 1H), 1.81 (d, J=11.5, 1H), 1.64 (dt, J=18.8, 10.7, 5H), 1.52 – 1.39 (m, 3H), 
1.28 – 1.13 (m, 3H), 1.01 – 0.84 (m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 172.11, 
170.55, 165.06, 158.56, 158.31, 147.46, 145.84, 137.62, 132.68, 129.38, 127.81, 127.07, 
126.05, 125.52, 122.59, 66.88, 59.97, 57.20, 52.13, 46.83, 41.72, 38.50, 33.32, 33.00, 
31.26, 31.18, 30.62, 29.41, 25.99, 25.72, 25.47, 24.36. 
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26) 3-NH2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-913) 
 
 
0,93 g (1,30 mmol) Inhibitor 25 wurden in 15 ml 90%-iger AcOH gelöst und unter einer 
Argonatmosphäre mit 93 mg (10 % Pd/C) versetzt. Das Argon wurde durch Wasserstoff 
ersetzt und der Ansatz über Nacht bei RT hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert und das 
Lösungsmittel i. V. entfernt. Der Rückstand wurde mittels präparativer HPLC gereinigt das 
Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 0,87 g, 1,1 mmol, 83,8 %, weißes Lyophylisat. 
 HPLC: 24,98 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 568,28; gef. 569,25 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.22 (s, 2H), 9.15 (s, 2H), 8.51 (t, J=6.0, 1H), 
7.71 – 7.69 (m, 2H), 7.56 – 7.47 (m, 2H), 7.44 (d, J=8.4, 2H), 7.20 (t, J=8.0, 1H), 
7.00 (s, 2H), 6.93 – 6.90 (m, 1H), 4.36 (dd, J=8.5, 3.5, 2H), 4.29 (d, J=6.4, 1H), 
4.26 (d, J=4.3, 1H), 4.20 (td, J=9.3, 3.7, 1H), 4.03 (d, J=13.7, 1H), 3.74 (ddd, J=9.3, 7.7, 
4.8, 1H), 3.49 (dd, J=16.7, 7.2, 1H), 2.19 – 2.10 (m, 1H), 2.04 – 1.93 (m, 2H), 1.90 – 1.84 
(m, 1H), 1.82 – 1.76 (m, 1H), 1.70 – 1.57 (m, 5H), 1.51 – 1.39 (m, 3H), 1.24 – 1.13 (m, 
3H), 1.00 – 0.84 (m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.90, 170.56, 165.33, 
158.50, 158.23, 145.81, 131.48, 129.05, 127.94, 127.23, 126.30, 117.45, 115.10, 66.88, 
59.91, 58.40, 58.39, 52.11, 46.82, 41.65, 33.33, 32.99, 31.35, 31.26, 29.39, 25.99, 25.73, 
25.50, 24.36.  
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27) Cbz-Adoa-3-NH-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba  
 
 
0,5 g (0.63 mmol) des Inhibitors 26 und 187 mg (0.63 mmol) Cbz-Adoa-OH wurden in 10 
mL DMF gelöst, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (279 mg, 0,63 mmol) versetzt. 
Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (214 µL, 1,26 mmol) wurde der Ansatz ca. 30 Minuten 
bei 0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V.  
entfernt und das erhaltene Rohprodukt wurde ohne Reinigung für den nächsten Abspaltungs-
schritt eingesetzt. Ein Teil des Rückstandes wurde für die NMR-Spektroskopie mittels  
präparativer HPLC gereinigt und aus tert-BuOH lyophilisiert.  
 Ausbeute: n.b. (Rohprodukt mit Salzen). 
 HPLC: 39,43 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 847,39; gef. 849,34 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6 ) δ = 9.63 (s, 1H, NH), 9.20 (s, 2H), 9.07 (s, 2H), 8.46 
(t, J=6.1, 1H), 7.68 (d, J=8.3, 2H), 7.62 (s, 1H), 7.51 (d, J=8.8, 1H), 7.43 (d, J=8.3, 2H), 
7.34 (d, J=6.6, 5H), 7.22 (d, J=7.9, 1H), 7.09 (d, J=7.8, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.36 (dd, J=8.4, 
3.1, 2H), 4.31 – 4.26 (m, 2H), 4.22 – 4.10 (m, 2H), 4.08 – 4.06 (m, 3H), 3.77 – 3.71 (m, 
1H), 3.67 – 3.64 (m, 2H), 3.61 – 3.57 (m, 2H), 3.46 (t, J=6.0, 4H), 3.18 (q, J=5.9, 3H), 
2.18 – 0.84 (m, 18H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6 ) δ = 171.85, 170.66, 168.19, 
165.34, 156.18, 145.83, 138.09, 137.15, 130.77, 128.29, 127.93, 127.68, 127.21, 126.26, 
121.93, 119.20, 70.28, 70.17, 69.31, 69.13, 65.19, 59.95, 58.61, 52.12, 46.77, 41.65, 
39.52, 33.32, 33.00, 31.38, 29.34, 25.98, 25.72, 25.47, 24.32. 
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28) Adoa-NH-3-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-916) 
 
 
Verbindung 27 wurde mit 3 mL einer 33%-igen Lösung von Bromwasserstoff in AcOH  
versetzt und der Ansatz bei RT unter gelegentlichem Schütteln 30 Minuten stehen gelassen. 
Das Lösungsmittel wurde i. V. weitestgehend entfernt, der verbliebene Rückstand mittels 
präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 0,23 g, 0,244 mmol, 38 %, gelbliches Lyophilisat. 
 HPLC: 26,51 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 713,36; gef. 714,37 (M+H)+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.77 – 9.69 (m, 1H), 9.22 (s, 2H), 9.18 (s, 2H), 9.02 
– 8.89 (m, 1H), 8.50 (t, J=6.1, 1H), 7.96 – 7.78 (m, 3H), 7.73 – 7.67 (m, 2H), 7.62 – 7.59 
(m, 2H), 7.52 (d, J=8.9, 1H), 7.44 (d, J=8.5, 2H), 7.27 – 7.21 (m, 1H), 7.09 (d, J=7.7, 
1H), 4.41 – 4.34 (m, 2H), 4.31 – 4.26 (m, 2H), 4.25 (d, J=5.8, 1H), 4.22 – 4.18 (m, 1H), 
4.12 – 4.09 (m, 2H), 4.04 (d, J=13.8, 2H), 3.71 – 3.67 (m, 2H), 3.67 – 3.62 (m, 5H), 3.04 
– 2.97 (m, 2H), 2.14 (ddd, J=17.3, 9.8, 6.1, 1H), 2.06 – 1.91 (m, 2H), 1.87 (ddd, J=10.7, 
7.3, 4.2, 1H), 1.82 – 1.76 (m, 1H), 1.71 – 1.57 (m, 5H), 1.51 – 1.38 (m, 3H), 1.27 – 1.16 
(m, 2H), 0.96 – 0.84 (m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.88, 170.58, 
168.19, 165.35, 158.49, 158.23, 145.81, 138.10, 130.78, 128.39, 128.12, 127.93, 127.51, 
127.24, 127.21, 126.28, 121.88, 119.22, 117.98, 115.62, 70.10, 69.46, 66.88, 66.64, 
59.93, 52.12, 46.81, 41.66, 38.56, 33.32, 33.00, 31.26, 29.37, 25.99, 25.72, 25.49, 24.34. 
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29) Palmitoyl-Adoa-3-NH-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA (MI-917)  
 
 
100 mg (0,11 mmol) der Verbindung 28 und 28 mg (0,11 mmol) Palmitinsäure wurden in  
2 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (49 mg, 0,22 mmol) 
versetzt. Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (38 µL, 0,22 mmol) wurde der Ansatz 30  
Minuten bei 0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde  
i. V. entfernt, der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-
igem tert-BuOH lyophilisiert.  
 Ausbeute: 64 mg, 60 µmol, 54,6%, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 29,25 min (Start bei 50 % B). 
 MS: ber. 951,59; gef. 952,60 (M+H)+. 
30) Natrium-4-nitrobenzylsulfonat (4-NO2-Bzls-O- × Na+) 
 
 
Diese Verbindung wurde, wie für Intermediat 22 beschrieben, aus 3,5 g (16,20 mmol)  
4-Nitrobenzylbromid und 2,25 g (17,82 mmol) Natriumsulfit hergestellt. 
 Ausbeute: 5,5 g (Rohprodukt mit Salzen). 
 HPLC: 8,79 min (Start bei 10 % B). 
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31) 4-NO2-Bzls-Cl 
 
 
3,6 g (15,05 mmol) der Verbindung 30 wurde mit 1 mL  Phosphorylchlorid  angefeuchtet 
und unter Eiskühlung mit 3,5 g (16,6 mmol) PCl5 versetzt und wie für das Intermediat 23 
beschrieben, in das Sulfonylchlorid überführt. Der erhaltene Feststoff wurde ohne weitere 
Charakterisierung für den nächsten Syntheseschritt verwendet. 
32) 4-NO2-Bzls-D-Cha-OH 
 
 
1 g (5,31 mmol) D-Cyclohexylalanin und 1,5 g des Rohproduktes 31 wurden analog der 
Synthese von Verbindung 24 umgesetzt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt und der 
Rückstand mittels Säulenchromatographie gereinigt (Chloroform/Methanol/AcOH, 90/10/1, 
v/v/v, Rf = 0.48). 
 Ausbeute: 1,1 g, 2,97 mmol, 55,9 %. 
 HPLC: 45,39 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 370,12; gef. 388,16 [M+NH4]+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 12.75 (s, 1H), 8.25 – 8.22 (m, 2H), 7.71 – 7.68 (m, 
3H), 4.52 (dd, J=45.0, 13.5, 2H), 3.83 (td, J=9.0, 5.5, 1H), 1.71 (d, J=12.7, 1H), 1.67 – 
1.55 (m, 4H), 1.52 – 1.39 (m, 2H), 1.38 – 1.29 (m, 1H), 1.18 – 1.12 (m, 2H), 0.92 – 0.75 
(m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 174.01, 147.22, 138.04, 132.14, 123.17, 
66.88, 57.98, 53.51, 39.52, 33.06, 33.06, 32.83, 31.62, 31.25, 25.93, 25.67, 25.50. 
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33) 4-NO2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA (MI-914) 
 
 
Dies Verbindung wurde wie zuvor für das Intermediat 25 beschrieben aus 1,0 g (2,67 mmol) 
der Verbindung 32 und 0,85 g (2,67 mmol) H-Pro-4-Amba × 2 HCl synthetisiert. Das  
Lösungsmittel wurde i. V. entfernt und der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt 
und das Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 0,86 g, 1,2 mmol, 45,2 %, gelbes Lyophilisat 
 HPLC: 36,03 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 598,26; gef. 599,25 [M+H]+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.17 (s, 2H), 9.00 (s, 2H), 8.61 (t, J=6.1, 1H), 8.13 
– 8.08 (m, 2H), 7.67 – 7.60 (m, 5H), 7.43 (d, J=8.5, 2H), 4.45 – 4.41 (m, J=3.1, 1H), 4.41 
– 4.37 (m, 2H), 4.31 – 4.27 (m, 1H), 4.26 – 4.22 (m, 2H), 3.75 (ddd, J=9.4, 7.8, 4.8, 1H), 
3.53 – 3.47 (m, 1H), 2.23 – 2.12 (m, 1H), 2.06 – 1.92 (m, 2H), 1.91 – 1.83 (m, 1H), 1.80 
(d, J=11.6, 1H), 1.72 – 1.56 (m, 4H), 1.51 – 1.37 (m, 2H), 1.26 – 1.14 (m, 2H), 1.00 – 
0.84 (m, 1H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 172.08, 170.44, 165.04, 158.49, 
158.22, 147.02, 145.88, 138.14, 132.17, 128.14, 127.86, 127.09, 126.04, 122.91, 66.88, 
59.97, 57.62, 52.12, 46.86, 41.66, 38.62, 33.32, 32.97, 31.26, 31.18, 29.43, 25.99, 25.74, 
25.49, 24.37. 
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34) 4-NH2-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-915)  
 
 
0,8 g (1,12 mmol) des Intermediates 33 wurden, analog der Synthese von Verbindung 26 
mit 80 mg 10 % Pd/C als Katalysator hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert und das 
Lösungsmittel i. V. entfernt. Der Rückstand wurde anschließend mittels präparativer HPLC 
gereinigt und das Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 0,67 g, 0,84 mmol, 74,9 %, gelbliches Lyophilisat. 
 HPLC: 23,09 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 568,28; gef. 569,25 [M+H]+. 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.22 (s, 2H), 9.18 (s, 2H), 8.45 (t, J=6.1, 1H), 7.70 
(d, J=8.4, 2H), 7.44 (d, J=8.4, 2H), 7.37 (d, J=8.7, 1H), 7.18 (d, J=8.4, 2H), 6.79 (d, 
J=8.3, 2H), 4.35 (dd, J=8.4, 3.4, 2H), 4.29 (d, J=5.8, 1H), 4.23 – 4.13 (m, 2H), 4.01 (s, 
1H), 3.76 – 3.70 (m, 1H), 3.48 – 3.41 (m, 1H), 2.17 – 2.09 (m, 1H), 2.01 – 1.92 (m, 2H), 
1.88 (tt, J=6.8, 4.2, 1H), 1.83 – 1.78 (m, 1H), 1.67 – 1.57 (m, 4H), 1.48 – 1.36 (m, 3H), 
1.29 – 1.13 (m, 3H), 0.97 – 0.85 (m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 171.84, 
170.76, 165.38, 158.57, 158.31, 145.80, 131.75, 128.11, 127.94, 127.50, 127.23, 126.33, 
117.73, 116.87, 115.37, 66.88, 59.92, 58.01, 52.04, 46.76, 41.67, 33.35, 32.97, 31.39, 
31.26, 29.34, 26.00, 25.76, 25.51, 24.31. 
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35) Cbz-Adoa-4-NH-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA  
 
 
0,5 g (0,63 mmol) des Inhibitors 34 und 190 mg (0,63 mmol) Cbz-Adoa-OH wurden analog 
der Synthese von Verbindung 27 gekoppelt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt und das  
erhaltene ölige Rohprodukt wurde ohne Reinigung im nächsten Syntheseschritt entschützt.  
 Ausbeute: n.b.  
 HPLC: 39,79 min (Start bei 10 % B). 
36) Adoa-4-NH-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-918) 
 
 
Verbindung 35 wurde analog der Synthese des Inhibitor 27 entschützt. Das Lösungsmittel 
wurde weitestgehend i. V. entfernt und der verbleibende Rückstand mittels präparativer 
HPLC gereinigt und das Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 235 mg, 0,25 mmol, 39,6 % , gelbliches Lyophilisat. 
 HPLC: 26,21 min (Start bei 10 % B).  
 MS: ber. 713,36; gef. 714,38 [M+H]+. 
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37) Palmitoyl-Adoa-4-NH-Bzls-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA (MI-919) 
 
 
100 mg (0,11 mmol) der Verbindung 36 und 28 mg (0,11 mmol) Palmitinsäure wurden, wie 
für den Inhibitor 29 beschrieben, umgesetzt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, der 
Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-igem tert-BuOH 
lyophilisiert.  
 Ausbeute: 56 mg, 0,05 mmol, 47,74 %, orangefarbenes Lyophilisat. 
 HPLC: 27,83 min (Start bei 50 % B). 
 MS: ber. 951,59; gef. 952,67 [M+H]+.  
38) Cbz-Taurin × Na+ (Cbz-NH(CH2)2-SO3- × Na+) 
 
 
1,46 g (11,7 mmol) Taurin wurden unter Kühlung (0 °C) in 1 N NaOH (11,7 mL, 11,7 mmol) 
gelöst. Danach wurden gleichzeitig 2 mL (14 mmol, 1,2 Äquiv.) Benzylchloroformiat und 
11,7 mL 1 N NaOH tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde anschließend 
noch 30 Minuten bei 0 °C und zwei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmitttel wurde i. V. 
entfernt.  
 Ausbeute: 4,13 g (Rohprodukt mit Salzen, als Feststoff). 
 HPLC: 12,79 min (Start bei 10 % B). 
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39) 2-N-(Cbz)amidoethansulfonylchlorid 
 
 
800 mg des Rohproduktes 38, wurden in 1,2 mL Sulfolan und 2,5 mL ACN suspendiert. 
Danach wurden 665 mg (4,33 mmol, ca. 1,9 Äquiv.) Phosphorylchlorid hinzugegeben und 
die Reaktionsmischung 40 Minuten lang auf 70 °C erhitzt. Nach dem Abkühlen wurde das 
Reaktionsgemisch in 10 mL Eiswasser gegossen. Das Produkt schied sich, als braunes Öl, 
am Boden des Becherglases ab. Nach dem Abdekantieren der wässrigen Phase wurde das Öl 
in DCM aufgenommen, über MgSO4 getrocknet und in einem Kolben überführt. Das  
Lösungsmittel wurde im i. V. entfernt und der Rückstand ohne weitere Charakterisierung im 
nächsten Schritt eingesetzt.  
40) 2-N-(Cbz)amidoethansulfonyl-D-Cha-OH 
 
 
0,65 g (3,27 mmol) D-Cyclohexylalanin wurden in 40 mL trockenem DCM suspendiert und 
mit 2,3 Äquiv. Trimethylsilylchlorid (0,96 mL, 7,52 mmol) sowie 2,3 Äquiv. DIPEA  
(1,3 mL, 7,52 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde für eine Stunde unter Rück-
fluss erhitzt. Nach Abkühlen im Eisbad wurden 1,1 g der Verbindung 39 und 1,2 Äquiv.  
(0,7 mL, 3,92 mmol) DIPEA zugegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und  
anschließend zwei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde i. V. entfernt, der 
Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 0,52 g, 1,26 mmol, 38,7 %. 
 HPLC: 43,67 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 412,17; gef. 435,11 [M+Na]+. 
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 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 12.77 (s, 1H), 7.63 (d, J=8.8, 1H), 7.39 – 7.29 
(m, 6H), 5.02 (s, 2H), 3.85 (dt, J=14.2, 7.1, 1H), 3.42 – 3.35 (m, 2H), 3.17 – 3.07 
(m, 2H), 1.79 – 0.77 (m, 13H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-D6) δ = 174.00, 155.90, 
136.94, 128.30 - 127.71, 127.77, 127.71, 65.42, 53.21, 52.26, 35.40, 33.13, 32.93, 31.44, 
25.95, 25.68, 25.47. 
41) 2-N-(Cbz)amidoethansulfonyl-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA (MI-910) 
 
 
0,5 g (1,21 mmol) der Verbindung 40 und 386 mg (1,21 mmol) H-Pro-4-Amba × 2 HCl 
wurden in 2 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (0,54 g, 1,21 
mmol) versetzt. Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (0,4 mL, 2,42 mmol) wurde der Ansatz 
30 Minuten bei 0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel 
wurde i. V. entfernt, der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 
80%-igem tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 0,44 g, 0,58 mmol, 48,2 %, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 37,12 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 640,79; gef. 641,20 [M+H]+.  
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 8.60 – 8.01 (m, 4H), 7.94 (s, 1H), 7.50 (s, 2H), 
7.39 – 7.09 (m, 7H), 6.50 (s, 1H), 6.12 (s, 1H), 4.89 (dd, J=41.5, 11.5, 2H), 
4.67 – 4.08 (m, 6H), 3.80 (s, 1H), 3.50 – 3.06 (m, 4H), 2.30 – 0.80 (m, 20H); 13C NMR 
(126 MHz, DMSO-D6 ) δ = 172.94, 172.52, 159.56, 159.24, 156.85, 145.54, 136.29, 
128.60, 128.24, 127.91, 116.27, 77.41, 77.16, 77.16, 76.91, 70.18, 66.91, 61.11, 52.66, 
47.73, 42.85, 34.04, 33.53, 31.16, 31.16, 31.15, 31.14, 31.14, 29.83, 26.42, 26.20, 25.93, 
24.83. 
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42) 2-Aminoethansulfonyl-D-Cha-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-911) 
 
 
Verbindung 41 (364 mg, 0,48 mmol) wurde mit 3 mL einer 32%-igen Lösung von  
Bromwasserstoff in AcOH versetzt und der Ansatz bei RT unter gelegentlichem Schütteln 
ca. 30 Minuten stehen gelassen. Das Lösungsmittel wurde weitestgehend i. V. entfernt und 
der verbleibende Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus tert-
BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 256 mg, 0,41 mmol, 72,6 %, gelbes Lyophilisat. 
 HPLC: 21,46 min (Start bei 10 % B). 
 MS: ber. 506,27; gef. 507,12 [M+H]+.  
43) Cbz-Adoa-2-Amidoethansulfonyl-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA 
 
 
200 mg (0,27 mmol) der Verbindung 42 und 80,3 mg (0,27 mmol) Cbz-Adoa-OH wurden 
in 2 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (119 mg, 0,27 mmol) 
versetzt. Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (92 µL, 0,54 mmol) wurde der Ansatz 30  
Minuten bei 0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde 
i. V. entfernt, der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-
igem tert-BuOH lyophilisiert.  
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 Ausbeute: n.b.  
 HPLC: 33,66 min (Start bei 10 % B). 
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.32 – 9.16 (m, 2H), 9.11 – 8.99 (m, 2H), 8.59 
(t, J=6.0, 1H), 7.74 (d, J=8.3, 2H), 7.62 – 7.56 (m, 2H), 7.48 (d, J=8.2, 2H), 7.39 – 7.28 
(m, 5H), 7.22 (t, J=5.2, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.50 (dd, J=16.2, 6.5, 1H), 4.35 – 4.25 (m, 2H), 
4.15 (td, J=9.8, 3.6, 1H), 3.89 – 3.53 (m, 8H), 3.42 – 2.94 (m, 8H), 2.19 – 1.79 (m, 4H), 
1.73 – 0.72 (m, 15H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) δ = 172.01, 170.39, 169.17, 
165.40, 158.46, 158.21, 156.16, 145.84, 137.14, 128.29, 128.14, 128.00, 127.71, 127.67, 
127.49, 127.11, 126.35, 70.11, 69.86, 69.23, 69.11, 66.88, 65.21, 59.97, 51.80, 50.98, 
46.84, 41.57, 40.02, 39.85, 39.69, 39.52, 39.52, 39.35, 39.19, 39.02, 33.36, 33.19, 33.04, 
33.01, 31.26, 31.09, 29.41, 26.00, 25.76, 25.48, 24.38. 
44) Adoa-2-Amidoethansulfonyl-D-Cha-Pro-4-Amba × 2 TFA (MI-920) 
 
 
Verbindung 43 wurde mit 3 mL einer 32%-iger Lösung von Bromwasserstoff in AcOH  
versetzt und der Ansatz bei RT unter gelegentlichem Schütteln 30 Minuten stehen  
gelassen. Das Lösungsmittel wurde i. V. weitestgehend entfernt, und der verbliebene Rück-
stand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 150 mg, 0,17 mmol, 63,1 % (über zwei Stufen Verbindungen 43 und 44),  
weißes Lyophilisat. 
  HPLC: 23,69 min (Start bei 10 % B). 
  MS: ber. 651,34; gef. 652,82 [M+H]+.  
 1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ = 9.26 – 9.17 (m, 4H), 8.63 (t, J=6.1, 1H), 7.94 – 7.78 
(m, 3H), 7.79 – 7.73 (m, 2H), 7.66 – 7.59 (m, 2H), 7.48 (d, J=8.4, 2H), 4.48 (dd, J=16.2, 
6.5, 1H), 4.38 – 4.25 (m, 2H), 4.21 – 4.09 (m, 1H), 3.93 – 3.39 (m, 11H), 3.34 – 2.92 
(m, 5H), 2.20 – 1.78 (m, 4H), 1.72 – 0.78 (m, 15H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) 
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δ = 172.01, 170.37, 169.16, 165.50, 158.48, 158.22, 145.79, 128.11, 128.00, 127.50, 
127.12, 126.42, 70.01, 69.97, 69.80, 69.43, 69.38, 66.88, 66.63, 59.96, 51.83, 51.00, 
46.85, 41.57, 33.34, 33.07, 33.01, 31.07, 31.06, 29.43, 25.99, 25.75, 25.48, 24.38. 
45) Palmitoyl-Adoa-2-Amidoethansulfonyl-D-Cha-Pro-4-Amba × TFA (MI-921) 
 
 
100 mg (0,11 mmol) der Verbindung 44 und 28 mg (0,11 mmol) Palmitinsäure wurden in  
2 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit einem Äquiv. BOP (49 mg, 0,11 mmol) 
versetzt. Nach Zugabe von 2 Äquiv. DIPEA (38 µL, 0,22 mmol) wurde der Ansatz 30  
Minuten bei 0 °C und anschließend drei Stunden bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde 
i. V. entfernt, der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt und das Produkt aus 80%-
igem tert-BuOH lyophilisiert. 
 Ausbeute: 73 mg, 0,08 mmol, 66,1 %, weißes Lyophilisat. 
 HPLC: 27,61 min (Start bei 50 % B). 
 MS: ber. 889,57; gef. 890,12 [M+H]+. 
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